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Ikan sidat (Anguilla bicolor) merupakan salah satu komoditas perikanan ekspor 
yang memiliki pasar global besar terutama di daerah Asia Timur seperti Jepang, 
China dan Korea. Hal ini dikarenakan nilai gizinya yang tinggi sehingga sangat baik 
untuk kesehatan tubuh. Namun, pada kondisi lapang persedian ikan sidat (Anguilla 
bicolor) sangat terbatas. Hal ini disebabkan waktu yang lama dalam budidayanya. 
Waktu yang dibutuhkan untuk budidaya ikan sidat mulai stadia elver hingga ukuran 
konsumsi mencapai 24 bulan. Permasalahan tersebut dapat diminimalisasi dengan 
pemberian probiotik, akan tetapi sampai saat ini belum didapati jenis probiotik yang 
spesifik untuk ikan sidat (Anguilla bicolor). Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan 
untuk mengetahui apakah dalam saluran pencernaan ikan sidat (Anguilla bicolor) 
terdapat bakteri potensial untuk dijadikan probiotik yang spesifik bagi ikan sidat 
(Anguilla bicolor) itu sendiri atau biasa dikenal dengan probiotik strain indigenous.  
Pada penelitian ini sampel ikan sidat (Anguilla bicolor) didapatkan dari tiga 
tempat budidaya sidat yang berbeda. Tempat budidaya yang pertama adalah PT. 
Iroha Sidat Indonesia, Tbk. unit Karang Tekok, Banyuwangi, tempat kedua adalah 
PT. Iroha Sidat Indonesia, Tbk. unit Bomo, Banyuwangi, dan tempat ketiga adalah 
tempat budidaya sidat petani lokal di daerah Ketapang, Banyuwangi, dari ketiga 
tempat ini sama-sama memiliki waktu dalam pembesaran sidat selama 22-24 bulan 
untuk mencapai ukuran konsumsi.  
Metode yang digunakan dalam penelitian ini adalah metode deskriptif dengan 
teknik pengambilan data primer. Teknik pengambilan data primer merupakan 
perolehan data melalui eksperimen yang dilakukan secara in vitro di laboratorium 
dan dokumentasi hasil eksperimen berupa foto dan penjelasan melalui tabel secara 
kuantitatif dengan menggunakan 5 sampel ikan sidat (Anguilla bicolor) dari masing-
masing tempat. Parameter yang diamati dan dianalisis terdiri dari pengamatan 
morfologi, uji pewarnaan gram, uji fisiologis-biokimia, uji proteolitik, uji amilolitik, uji 
lipolitik, uji endospora, uji antagonistik bakteri dan pengamatan pertumbuhan bakteri. 
Hasil dari penelitian ini adalah ditemukan sebanyak 33 isolat bakteri dari usus 
ikan sidat (Anguilla bicolor) yang kemudian dilakukan pengujian dan analisis 
morfologi, fisiologis-biokimia, enzimatis, endospora, pertumbuhan bakteri, dan 
antagonistik terhadap bakteri patogen. Dari semua hasil pengujian berhasil terpilih 5 
isolat bakteri untuk dijadikan kandidat probiotik spesifik untuk ikan sidat (Anguilla 









The Eel (Anguilla bicolor) one of the most export fishery commodities, that has 
been a large market in the global markets, especially in East Asia such as Japan, 
China, and Korea. These because the nutritive value is a great level and superlative 
for the health of the body. However, in-field conditions the supply of eel (Anguilla 
bicolor) is limited because the cultivation has a long time to grow. The time needed 
to get the volume of the consumption of eel can reach 24 months from rearing 
starting at the elver stage. These problems can be minimized by giving probiotics, 
but until now there has not been found a specific type of probiotic for the 
eel (Anguilla bicolor). Therefore, this the study aims to determine whether in the 
digestive tract of the eel (Anguilla bicolor) there are potential bacteria to be used as 
probiotics for the eel (Anguilla bicolor) itself or commonly known as indigenous strain 
probiotics. 
In this research, samples of eel (Anguilla bicolor) were obtained from three 
different eel cultivation sites. The first site of cultivation is PT. Iroha Eel Indonesia, 
Tbk. Karang Tekok unit, Banyuwangi, the second site is PT. Iroha Eel Indonesia, 
Tbk. the Bomo unit, Banyuwangi, and the third site is a local farmer's eel cultivation 
site in the Ketapang district, Banyuwangi, from these three sites they both maintain 
22-24 months of eel rearing time to reach consumption size. 
The method used in this case is descriptive with primary data collection 
schemes. The primary data collection scheme is the acquisition of data through 
attempts accomplished by the in vitro in the laboratory and documentation of the 
experimental results in the images and explanations through tables quantitatively 
with 5 fish were taken as samples. The parameters observed and analyzed 
consisted of morphological tests, gram staining, physiological-biochemical tests, 
endospore staining, antagonistic tests and analyzed bacterial growth. 
The results of this research occupied found as many as 33 bacterial isolated 
from the intestines of eel (Anguilla bicolor) which occurred then carried out for 
morphological, physiological-biochemical testing, enzyme testing, endospore testing, 
bacterial growth, antagonistic testing, and analysis from all the results of the tests 
carried out the 5 best bacterial isolates were successfully selected and have the 
potential to be a candidate's specific probiotics for eel (Anguilla bicolor) from the 







Tujuan dan maksud utama pengangkatan topik penelitian skripsi ini adalah 
mengeksplorasi saluran pencernaan ikan sidat (Anguilla bicolor) untuk menemukan 
kandidat probiotik spesifik strain indigenous sebagai solusi dari permasalahan utama 
pada budidaya ikan sidat (Anguilla bicolor) yang lambat terutama pada stadia elver . Hal 
ini terjadi dikarenakan kemampuan daya cerna ikan sidat (Anguilla bicolor) yang rendah. 
Perbaikan kualitas pencernaan melalui pemanfaatan komunitas mikroba salah satunya 
didapatkan melalui pemberian probiotik. Oleh karenanya melalui penelitian ini penulis 
berusaha untuk mengembangkan penelitian sebelumnya mengenai perbaikan kualitas 
pencernaan ikan sidat (Anguilla bicolor) dengan pemanfaatan mikroba. Penulis sangat 
berharap skripsi ini dapat bermanfaat dan tersampaikan secara komprehensif bagi 
pembaca sehingga menambah wawasan maupun informasi mengenai ikan sidat 
(Anguilla bicolor) yang merupakan komoditas ekspor Indonesia. Penulis menyadari 
bahwa di dalam skripsi ini masih terdapat kekurangan, kritik dan saran diperlukan 















                                                                     Halaman 
RINGKASAN .......................................................................................................... vii 
SUMMARY ............................................................................................................ viii 
KATA PENGANTAR ............................................................................................... ix 
DAFTAR ISI ............................................................................................................. x 
DAFTAR GAMBAR ................................................................................................ xii 
DAFTAR TABEL ................................................................................................... xiii 
DAFTAR LAMPIRAN ............................................................................................. xv 
BAB I. PENDAHULUAN .......................................................................................... 1 
1.1 Latar Belakang .................................................................................................... 1 
1.2 Rumusan Masalah .............................................................................................. 3 
1.3 Tujuan ................................................................................................................. 3 
1.4 Hipotesis ............................................................................................................. 4 
1.5 Manfaat ............................................................................................................... 4 
BAB II. TINJAUAN PUSTAKA ................................................................................. 5 
2.1   Morfologi Ikan Sidat (Anguilla bicolor) ............................................................... 5 
2.2   Sistem Pencernaan Ikan Sidat (Anguilla bicolor) ............................................... 5 
2.3   Bakteri Probiotik ................................................................................................ 6 
2.4   Endospora Bakteri ............................................................................................ 8 
2.5   Pertumbuhan Bakteri ........................................................................................ 9 
2.6   Probiotik Akuakultur ........................................................................................ 12 
2.7   Mekanisme Kerja Probiotik ............................................................................. 14 
2.8   Karakteristik Bakteri Probiotik ......................................................................... 15 
2.9   Seleksi Bakteri Probiotik ................................................................................. 16 
2.10 Sifat Antagonis Bakteri Probiotik terhadap Bakteri Patogen ............................ 16 
2.11 Identifikasi Manual Genus Bakteri Terpilih ...................................................... 17 
BAB III. METODE PENELITIAN ............................................................................. 19 
3.1  Tempat dan Waktu........................................................................................... 19 
3.2  Materi Penelitian .............................................................................................. 19 
3.2.1 Alat Penelitian ......................................................................................... 19 
3.2.2 Bahan Penelitian ..................................................................................... 19 
3.3 Metode Penelitian ............................................................................................. 20 





3.3.2 Sampling Anguilla bicolor ........................................................................ 20 
3.3.3 Prosedur Kerja Isolasi Bakteri ................................................................. 21 
3.3.4 Prosedur Kerja Seleksi Bakteri ................................................................ 22 
3.4  Prosedur Kerja Identifikasi Bakteri Potensial Probiotik ..................................... 28 
3.5  Data Analisis .................................................................................................... 28 
BAB IV. HASIL DAN PEMBAHASAN .................................................................... 29 
4.1   Pengambilan Sampel Ikan Sidat (Anguilla bicolor) .......................................... 29 
4.2   Isolasi dan Pengamatan Morfologi Koloni Bakteri ............................................ 33 
4.3   Uji Motilitas ...................................................................................................... 40 
4.4   Uji Katalase ..................................................................................................... 43 
4.5   Indeks Aktivitas Proteolitik (Kualitatif) .............................................................. 48 
4.6   Indeks Aktivitas Amilolitik (Kualitatif) ................................................................ 51 
4.7   Indeks Aktivitas Enzim Lipolitik (Kualitatif) ....................................................... 53 
4.9   Pewarnaan Endospora .................................................................................... 59 
4.10 Uji Antagonistik ............................................................................................... 61 
4.11 Pertumbuhan Bakteri ...................................................................................... 63 
4.12 Praduga Genus Bakteri ................................................................................... 70 
BAB V. KESIMPULAN DAN SARAN ..................................................................... 72 
5.1 Kesimpulan ....................................................................................................... 72 
5.2 Saran ................................................................................................................ 73 
BAB VI. DAFTAR PUSTAKA ................................................................................. 74 









Gambar                      Halaman  
Gambar 1. Ikan sidat (Anguilla bicolor) ..................................................................... 5 








Tabel                                      Halaman  
Tabel 1. Perbedaan Kondisi Lokasi Budidaya Ikan Sidat ........................................ 29 
Tabel 2. Data panjang dan berat sampel ikan sidat unit Karang Tekok ................... 31 
Tabel 3. Data panjang dan berat sampel ikan sidat unit Bomo ............................... 31 
Tabel 4. Data panjang dan berat sampel ikan sidat petani lokal.............................. 32 
Tabel 5. Hasil Isolasi bakteri ................................................................................... 33 
Tabel 6. Data morfologi koloni isolat bakteri isolat Iroha Karang Tekok .................. 35 
Tabel 7. Data morfologi koloni isolat bakteri isolat Iroha Bomo ............................... 35 
Tabel 8. Data morfologi koloni isolat bakteri isolat pembudidaya lokal .................... 36 
Tabel 9. Data hasil uji O/F isolat Iroha Karang Tekok ............................................. 37 
Tabel 10. Data hasil uji O/F isolat Iroha Bomo ........................................................ 38 
Tabel 11. Data hasil uji O/F isolat pembudidaya lokal ............................................. 38 
Tabel 12. Hasil Uji Motilitas Isolat Iroha Karang Tekok ........................................... 40 
Tabel 13. Hasil Uji Motilitas Isolat Iroha Bomo ........................................................ 41 
Tabel 14. Data Motilitas Isolat Bakteri Pembudidaya Lokal ..................................... 42 
Tabel 15. Hasil Pengujian Katalase Iroha Karang Tekok ........................................ 43 
Tabel 16. Hasil Pengujian Katalase Iroha Bomo ..................................................... 44 
Tabel 17. Hasil Pengujian Katalase Pembudidaya Lokal ........................................ 45 
Tabel 18. Hasil Uji Sulfida Isolat Iroha Karang Tekok ............................................. 46 
Tabel 19. Hasil Uji Sulfida Isolat Iroha Bomo .......................................................... 47 
Tabel 20. Hasil Pengujian Sulfida (H2S) Iroha Bomo ............................................... 47 
Tabel 21. Indeks Pengujian Aktivitas Proteolitik Isolat Karang Tekok...................... 48 
Tabel 22. Indeks Pengujian Aktivitas Proteolitik Isolat Bomo .................................. 49 





Tabel 24. Indeks Pengujian Aktivitas Amilolitik Iroha Karang Tekok........................ 51 
Tabel 25. Indeks Pengujian Aktivitas Amilolitik Iroha Bomo .................................... 52 
Tabel 26. Data Hasil Pengujian Aktivitas Lipolitik Iroha Karang Tekok .................... 54 
Tabel 27. Data Hasil Pengujian Aktivitas Lipolitik Iroha Bomo................................. 55 
Tabel 28. Data Hasil Pengujian Aktivitas Lipolitik Pembudidaya Lokal .................... 55 
Tabel 29. Hasil Pengujian Pewarnaan gram Bakteri Isolat Iroha Karang Tekok ...... 57 
Tabel 30. Hasil Pengujian Pewarnaan gram Bakteri Isolat Iroha Bomo ................... 58 
Tabel 31. Hasil Pengujian Pewarnaan gram Bakteri Isolat Pembudidaya Lokal ...... 58 
Tabel 32. Hasil pewarnaan endospora bakteri terpilih ............................................. 60 
Tabel 33. Pengujian Antagonistik Ulangan 1 ........................................................... 61 
Tabel 34. Pengujian Antagonistik Ulangan 2 ........................................................... 62 
Tabel 35. Pengujian Antagonistik Ulangan 3 ........................................................... 62 
Tabel 36. Hasil Pengukuran Optical Density (OD) .................................................. 64 
Tabel 37. Data TPC Jam 0 sebagai starter ............................................................. 65 
Tabel 38. Data TPC Jam 6 ..................................................................................... 66 
Tabel 39. Data TPC Jam 12 ................................................................................... 67 
Tabel 40. Data TPC Jam 18 ................................................................................... 68 
Tabel 41. Data TPC Jam 24 ................................................................................... 69 






DAFTAR LAMPIRAN  
  Lampiran            Halaman 
  Lampiran 1. Kerangka Konseptual Penelitian ....................................................... 75 
  Lampiran 2. Dokumentasi Kunjungan Pengambilan Sampel ................................. 76 
  Lampiran 3. Dokumentasi Pengujian Identifikasi Bakteri ....................................... 80 






BAB I. PENDAHULUAN 
1.1 Latar Belakang 
Ikan sidat (Anguilla bicolor) merupakan ikan katadromus yaitu ikan yang 
melakukan migrasi dari perairan tawar ke perairan laut hangat untuk memijah. Larva 
ikan sidat berada di air laut dikenal dengan sebutan glass eels (Kuebutornye et al., 
2019). Ikan sidat memiliki gizi tinggi terutama vitamin A, E dan asam lemak tak jenuh 
(EPA dan DHA) sehingga ikan sidat sangat digemari oleh masyarakat negara-
negara Asia Timur (Seo et al., 2018). Hasil validasi data yang dilakukan KKP melalui 
siaran pers nomor SP210/SJ.04/VIII/2019 bahwa permintaan ekspor ikan sidat 
meningkat hingga 27% sementara pasokannya sangat terbatas. Pasokan ikan sidat 
yang terbatas dikarenakan adanya permasalahan pada budidaya ikan sidat yaitu 
pertumbuhannya yang lambat dan konversi pakan tinggi. Permasalahan lainnya 
pada budidaya ikan sidat adalah penurunan produksi akibat penggunaan pakan 
yang berlebih serta padat tebar tinggi sehingga menyebabkan kualitas lingkungan air 
pemeliharaan menjadi medium yang baik untuk pertumbuhan bakteri oportunistik 
(Pers KKP, 2019). 
Hal ini diperkuat dengan kondisi lapang hasil wawancara 2021 dengan 
Bapak Supri seorang pembudidaya ikan sidat lokal daerah Banyuwangi menyatakan 
solusi yang pernah diberikan dalam mengatasi permasalahan pada pertumbuhan 
ikan yang lambat dan konversi pakan yang tinggi adalah dengan pemberian 
probiotik. Akan tetapi, mikroorganisme yang digunakan sebagai probiotik masih 
bersifat umum dan belum spesifik dari ikan sidat. Hingga saat ini penelitian tentang 
probiotik untuk ikan sidat mengenai jenis dan karakteristik bakteri yang dapat 





kandidat probiotik belum banyak dilakukan. Hal ini dibuktikan dengan masih 
minimnya informasi mengenai komunitas mikroorganisme yang ada di saluran 
pencernaan ikan sidat yang belum banyak dilaporkan pada penelitian-penelitian 
sebelumnya.  
Probiotik merupakan makanan tambahan dalam bentuk mikroba hidup, yang 
memberi pengaruh menguntungkan bagi inang dengan meningkatkan 
keseimbangan mikroba dalam saluran pencernaan (Chilmawati et al., 2017). Hal ini 
diperjelas dengan penelitian setelahnya yang menyebutkan bahwa pemanfaatan 
bakteri probiotik yang didapatkan dari tubuh biota asal (indigenous) telah dilakukan 
dan mampu menunjukkan pengaruh positif yang lebih efisien terhadap pertumbuhan 
dan kesehatan melalui peningkatan keseimbangan bakteri dalam tubuh (Kavitha et 
al., 2018).  
Prinsip dasar kerja probiotik adalah dengan memanfaatkan kemampuan 
mikroba untuk meningkatkan penyerapan pada jaringan saluran pencernaan ikan 
karena dalam probiotik mengandung beberapa enzim untuk pencernaan pakan 
seperti amylase, protease, lipase, dan selulase. Beberapa penelitian menyebutkan 
bahwa enzim-enzim pencernaan yang dihasilkan bakteri indigenous dapat 
membantu meningkatkan daya cerna ikan lebih efisien. Hal ini sesuai dengan 
penelitian terbaru yang mengabarkan bahwa bakteri probiotik mampu menguraikan 
rantai panjang karbohidrat, protein dan lemak yang menyusun pakan ikan. Bakteri 
dari strain indigenous berpotensi dalam meningkatkan pertumbuhan ikan salah 
satunya adalah genus Bacillus karena banyak menghasilkan berbagai enzim 
ekstraseluler seperti protease dan amylase. Keunggulan bakteri ini adalah 
endosporanya dapat dibuat dalam bentuk kering sehingga mudah ditambahkan ke 





Kajian mengenai potensi dan aplikasi penggunaan bakteri probiotik pada 
budidaya akuakultur diantaranya dapat memberikan dampak positif bagi 
pertumbuhan, kualitas air, dan efisiensi pakan. Substansi antibakteri telah dihasilkan 
oleh beberapa bakteri yang diisolasi dari saluran pencernaan ikan budidaya air tawar 
terhadap beberapa strain patogen antara lain Aeromonas hydrophila (Kavitha et al., 
2018). Oleh karena itu solusi yang ditawarkan dalam penelitian ini adalah melakukan 
isolasi dan karakterisasi bakteri strain indigenous dari usus ikan sidat untuk 
mengetahui potensinya sebagai kandidat probiotik. 
 
1.2   Rumusan Masalah 
Rumusan masalah pada penelitian ini adalah sebagai berikut: 
1. Bagaimana cara mendapatkan probiotik yang spesifik untuk ikan sidat? 
2. Bagaimana cara untuk mengetahui bahwa kandidat bakteri probiotik yang 
ditemukan memiliki sifat antagonis terhadap bakteri patogen? 
3. Bagaimana cara menentukan praduga genus bakteri yang ditemukan? 
 
1.3   Tujuan  
Tujuan penelitian ini adalah sebagai berikut: 
1. Mengisolasi bakteri indigenous dari usus ikan sidat dan melakukan pengujian 
morfologi, fisiologis serta biokimia secara in vitro untuk mengetahui bakteri 
yang berpotensi sebagai probiotik.  
2. Mengetahui sifat antagonis bakteri kandidat probiotik yang ditemukan  
terhadap bakteri patogen dengan melakukan pengujian antagonistik. 
3. Menentukan praduga genus bakteri secara manual dengan mengacu pada 
tabel penentuan genus bakteri Cowan dan Steel’s berdasarkan hasil 





pengujian proteolitik, pengujian amilolitik, pengujian lipolitik, pewarnaan 
endospora dan pengujian antagonistik. 
 
1.4 Hipotesis 
Hipotesis dari penelitian yang telah dilakukan adalah kelompok bakteri 
potensial probiotik untuk ikan sidat dengan strain indigenous terdapat dalam usus 
ikan sidat. 
 
1.5   Manfaat  
     Manfaat dari penelitian ini yaitu ditemukannya isolat bakteri strain indigenous 
yang berpotensi sebagai probiotik spesifik bagi ikan sidat. Diharapkan hasil dari 
penelitian ini mudah untuk dipahami serta komprehensif bagi masyarakat umum 
maupun civitas akademika agar dapat memberikan fungsi akademik perguruan 
tinggi berupa produksi riset yang mampu menambah presensi dalam memberikan 
sebuah wacana keilmuan di bidang perikanan budidaya dan dapat dimanfaatkan 





BAB II. TINJAUAN PUSTAKA 
 
 
2.1   Morfologi Ikan Sidat (Anguilla bicolor) 
  Menurut Sugianti (2020), klasifikasi ikan sidat adalah sebagai berikut:  
Kelas              : Osteichthyes 
Subkelas : Actinopterygii 
Ordo  : Anguilliformes (Apodes)  
Subordo : Anguilloidea 
Famili  : Anguillidae  
Genus  : Anguilla 
Spesies : Anguilla bicolor  
Gambar 1. Ikan sidat (Anguilla bicolor), (Sugianti, 2020). 
Gambar di atas merupakan Gambar ikan sidat spesies bicolor. Di Indonesia 
genus Anguilla terdiri dari 18-23 spesies. Data dari KKP 2020 menyebutkan sidat di 
Indonesia banyak ditemukan di daerah Banyuwangi, Medan, dan Cirebon sehingga 
banyak dibudidayakan di ketiga daerah tersebut. Spesies bicolor adalah spesies 
yang paling banyak dibudidayakan (KKP, 2020).  
 
2.2   Sistem Pencernaan Ikan Sidat (A. bicolor) 
Sistem pencernaan merupakan serangkaian jaringan organ yang memiliki 
fungsi dalam mencerna makanan. Studi sistem pencernaan ikan sidat erat kaitannya 
dengan struktur jaringan organ dari saluran pencernaan ikan sidat. Organ saluran 





memiliki esofagus berbentuk pipa dengan ukuran yang relatif panjang. Esofagus 
merupakan organ awalan dari saluran pencernaan yang langsung bermuara ke 
lambung. Lambung ikan sidat berbentuk kerucut dengan bentuk apeks yang buntu 
dan mengecil, sedangkan bagian basal membesar dan terdapat muara ke esofagus 
yang selanjutnya bermuara ke pilorik. Pilorik ikan sidat merupakan saluran dengan 
ukuran relatif pendek dan sederhana (Mohamad, 2020). Secara spesifik, sistem 
pencernaan ikan sidat terdiri dari esofagus, lambung, pilorik dan usus (Murtini, 
2015).   
 
2.3    Bakteri Probiotik 
Terdapat beberapa jenis bakteri yang paling banyak digunakan sebagai 
probiotik. Hal ini karena bakteri-bakteri tersebut memiliki manfaat yang berbeda 
dalam sistem pencernaan, jenis bakteri yang sering digunakan sebagai probiotik dan 
memiliki manfaat positif dalam pencernaan antara lain bakteri yang berasal dari 
marga Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus thermophilus, dan Bacillus spp. 
Pada kandungan probiotik untuk budidaya ikan Bacillus spp. merupakan bakteri 
yang lazim digunakan (Mohamad et al., 2020).  
Bakteri marga Bacillus tergolong dalam kelas heterotrof, bersifat uniseluler, 
dan termasuk dalam mikroorganisme redusen atau pengurai. Morfologi dari marga 
Bacillus berbentuk batang. Bakteri ini dapat dijumpai pada lingkungan dengan 
kondisi baik hingga lingkungan buruk. Beberapa jenis Bacillus menghasilkan enzim 
ekstraseluler yang mampu melakukan hidrolisis protein dan polisakarida kompleks 
(Ringo, 2020). Hal ini sesuai dengan penelitian sebelumnya yang menyatakan 
bahwa marga Bacillus sering ada dijadikan bakteri probiotik karena keunggulan pada 





bentuk kering sehingga memudahkan apabila ditambahkan dalam pakan. 
Karakteristik lain dari bakteri ini adalah masuk pada klasifikasi bakteri gram positif, 
bergerak dengan flagela, dapat bersifat aerob atau fakultatif anaerob serta bersifat 
katalase positif. Marga Bacillus merupakan salah satu dari enam bakteri penghasil 
endospora. (Laranja et al., 2017).  
Terdapat enam marga bakteri yang dapat menghasilkan endospora ketika 
berada pada lingkungan yang buruk. Keenam bakteri tersebut yaitu Bacillus, 
Sporolactobacillus, Clostridium, Desulfotomaculum, Sporosarcina, Thermo 
actinomycetes. Sebelum digolongkan menjadi enam marga, bakteri penghasil 
endospora dibagi menjadi dua kelompok, yaitu termasuk ke dalam marga Bacillus 
jika gram positif dan termasuk ke dalam marga Clostridium jika gram negatif. Dua 
sifat utama yang membedakan Bacillus dari bakteri pembentuk endospora lainnya 
adalah kemampuan Bacillus untuk hidup dalam keadaan aerob dan fakultatif 
anaerob serta mayoritas jenisnya memproduksi enzim katalase. Endospora yang 
dihasilkan oleh Bacillus mempunyai ketahanan tinggi terhadap faktor kimia dan 
fisika, seperti suhu ekstrim, alkohol, dan sebagainya (Ringo, 2020).  
Warna koloni marga Bacillus umumnya putih sampai kekuningan atau putih 
susu, tepi koloni memiliki bentuk yang bermacam-macam namun pada umumnya 
tidak rata, permukaannya kasar, dan tidak berlendir bahkan ada yang cenderung 
kering berbentuk bubuk, koloni besar dan tidak mengkilap. Bentuk koloni dan 
ukurannya sangat bervariasi tergantung dari jenisnya. Selain itu setiap jenis juga 
menunjukkan kemampuan dan ketahanan yang berbeda-beda dalam menghadapi 
kondisi lingkungannya, misalnya ketahanan terhadap panas, asam, kadar garam, 





Marga Bacillus mempunyai sifat fisiologis yang menarik karena tiap-tiap jenis 
mempunyai kemampuan yang berbeda-beda, diantaranya: (1) mampu 
mendegradasi senyawa organik seperti protein, pati, selulosa, hidrokarbon dan agar, 
(2) mampu menghasilkan antibiotik, (3) berperan dalam nitrifikasi dan denitrifikasi,  
(4) pengikat nitrogen, (5) pengoksidasi selenium, (6) pengoksidasi dan pereduksi 
mangan (Mn) (7) bersifat khemoautotrof, aerob atau fakultatif anaerob, asidofilik atau 
alkalifilik, psikrofilik atau termofilik (Madani, 2018). Selain itu Bacillus spp. 
mempunyai kemampuan enzimatik yang berbeda-beda dalam menghasilkan enzim 
diantaranya dalam menghasilkan enzim amilase, protease, dan lipase, seperti 
Bacillus licheniformis, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacillus stearothermophilus, 
Bacillus amyloliquefaciens, Bacillus alginolyticus, Bacillus chondrotimus, Bacillus 
smithii, Bacillus thermoleovorans, Bacillus brevis, Bacillus thuringiensis, Bacillus 
popilliae, dan sebagainya (Van Doan et al., 2020). 
 
2.4   Endospora Bakteri  
Spora bakteri adalah bentuk bakteri yang sedang dalam usaha 
mengamankan diri terhadap pengaruh buruk dari luar. Setelah keadaan luar 
membaik bagi mereka, maka bungkus endospora akan pecah dan tumbuhlah 
bakteri. Spora lazim disebut endospora karena spora itu dibentuk di dalam sel. 
Endospora jauh lebih tahan terhadap pengaruh luar yang buruk dari pada bakteri 
biasa yaitu bakteri dalam bentuk vegetatif. Sporulasi dapat dicegah, jika selalu 
diadakan pemindahan piaraan ke medium yang baru (Singh et al., 2018). 
Endospora yang dibuat irisan dapat terlihat terdiri atas pembungkus luar, 
korteks, dan inti yang mengandung struktur nukleus. Apabila sel vegetatif 





bentuk, aktivitas ini disebut dengan sporulasi. Sporulasi adalah bentuk sederhana 
diferensiasi sel, karena itu pada proses pewarnaan spora bertujuan untuk 
mempelajari peristiwa yang memicu perubahan enzim sekaligus mengetahui 
morfologinya. Beberapa spesies bakteri tertentu dapat membentuk spora. Spora 
dihasilkan di dalam tubuh vegetatif bakteri tersebut, dapat berada di bagian tengah, 
ujung ataupun tepian sel (Kavitha et al., 2018).  
Spora biasanya terlihat sebagai badan-badan refraktil intrasel dalam sediaan 
suspensi sel yang tidak diwarnai atau sebagai daerah tidak berwarna pada sel yang 
diwarnai secara biasa. Dinding spora relatif tidak dapat ditembus, ini pula yang 
mencegah hilangnya zat warna spora setelah melalui pencucian dengan alkohol 
untuk menghilangkan zat warna sel vegetatif. Sel vegetatif akhirnya dapat diberi zat 
warna kontras. Spora biasanya diwarnai dengan hijau menggunakan malachite 
green (Madani, 2018).  
 
2.5   Pertumbuhan Bakteri 
Pertumbuhan bakteri diindikasikan dengan adanya peningkatan yang teratur 
pada jumlah sel baik ukuran, berat, maupun volume sel tunggal atau koloni. 
Beberapa bakteri memiliki pertumbuhan yang meliputi peningkatan ribosom, 
duplikasi kromosom bakteri, sintesis dinding sel baru, sintesis membran plasma, 
pemisahan dua kromosom, pembentukan septa dan bagian-bagian sel. Proses 
reproduksi aseksual bakteri ini disebut dengan pembelahan biner. Pada pembelahan 
biner, peningkatan ukuran akan terjadi di setiap sel dan membelah menjadi dua sel 





Penting bagi penelitian yang berhubungan dengan isolasi bakteri untuk 
mengetahui kurva pertumbuhan bakteri. Kurva pertumbuhan bakteri berguna untuk 
mengetahui fase pertumbuhan bakteri sehingga dapat digunakan untuk menentukan 
pencapaian fase eksponensial bakteri, waktu generasi dan laju pertumbuhan spesifik 
bakteri (Salminen et al., 2020). Berikut merupakan bentuk standar kurva dari 
pertumbuhan bakteri secara umum tersaji pada Gambar 2. 
Gambar 2. Kurva pertumbuhan bakteri (Lay, 2018). 
Cara membaca kurva pertumbuhan bakteri pada Gambar 2 yaitu garis kurva 
dibaca dari sebelah kiri maka akan ditemukan fase lag atau fase adaptasi 
(penyesuaian) ini adalah awal dari fase pertumbuhan bakteri. Pada fase ini bakteri 
akan mengalami adaptasi terhadap nutrisi yang tersedia dalam media, dalam fase 
lag tidak terjadi penambahan jumlah sel, tetapi aktivitas metabolisme sedang 





mengalami pertambahan ukuran sel, pertambahan kegiatan metabolisme, dan 
pembentukan enzim-enzim. Lamanya fase ini tergantung dari jenis bakteri, jenis 
media, banyaknya bakteri yang ditanam dan faktor lingkungan. Setelah fase lag 
berakhir bakteri akan memasuki fase log atau fase eksponensial, ditandai dengan 
garis kurva yang menanjak. Pada fase log pembiakan bakteri berlangsung sangat 
cepat. Sel-sel bakteri mulai membelah secara teratur dengan laju pertumbuhan yang 
konstan. Selanjutnya adalah fase stationer atau fase tetap ditandai dengan kurva 
yang landai. Pada fase ini terjadi penumpukan toxic akibat dari metabolisme sel dan 
kandungan nutrient dalam media mulai habis, akibatnya terjadi kompetisi nutrisi 
sehingga beberapa sel mati sedangkan yang lainnya tetap hidup. Pada fase ini 
bakteri melakukan aktivitas dalam memproduksi metabolit sekunder seperti 
antibiotik. Hal tersebut menyebabkan keadaan seimbang antara bertambahnya 
bakteri baru dan bakteri yang mati. Terakhir yakni fase penurunan atau disebut juga 
fase kematian ditandai dengan kurva yang menjorok turun. Memasuki fase ini jumlah 
bakteri yang hidup akan menurun drastis. Hal ini dipengaruhi oleh faktor nutrient 
yang habis, hasil dari metabolisme yang menumpuk dan enzim-enzim yang bersifat 
autolitik (Lay, 2018).  
 Metode pengukuran jumlah bakteri meliputi perhitungan langsung, 
pengamatan atau penggunaan alat, dan perhitungan sel hidup secara tidak 
langsung. Pembuatan kurva pertumbuhan bakteri paling mudah dilakukan dengan 
kerapatan optik sel pada panjang gelombang 620 nm setiap 2 jam menggunakan 
spektrofotometer selama 24 jam, dapat juga dilakukan dengan metode perhitungan 
Total Plate Count (TPC), selama 2, 4, atau 6 jam sekali selama 24 jam (Singh et al.,  
2018). Pada metode perhitungan cawan (TPC) untuk melihat jumlah bakteri di waktu 





bakteri pada interval yang teratur. Jenis pertumbuhannya adalah progresif geometrik 
yaitu 1, 2, 4, 8, dan seterusnya atau 20, 21, 22, 23,….2n (n = jumlah generasi). 
Pertumbuhan ini disebut pertumbuhan eksponensial. Kurva pertumbuhan bakteri 
yang dihasilkan dari perhitungan cawan meliputi empat fase yaitu fase adaptasi, fase 
logaritmik, fase stasioner dan fase kematian sel (Verschuere et al., 2000).  
 
2.6   Probiotik Akuakultur 
 Penggunaan probiotik sebagai bentuk pengendalian biologis (biological 
control) telah dibuktikan dalam dunia akuakultur karena perannya dalam 
meminimalisasi atau membunuh organisme patogen, juga berperan dalam 
mengurangi tingkat kerusakan jaringan ikan. Ringo (2020), mengusulkan definisi 
probiotik sebagai mikroba tambahan yang memberikan pengaruh menguntungkan 
bagi inang melalui modifikasi komunitas mikroba atau asosiasi dengan inang, 
menjamin perbaikan penggunaan pakan atau perbaikan nilai nutrisinya, 
memperbaiki respon inang terhadap penyakit atau memperbaiki kualitas lingkungan 
media hidupnya. 
 Prinsip dasar kerja probiotik adalah pemanfaatan kemampuan mikroba dalam 
meningkatkan penyerapan pada jaringan saluran pencernaan ikan dan akan lebih 
efektif apabila probiotik menggunakan jenis mikroorganisme indigenous (asli) yaitu 
bakteri yang diperoleh berasal dari saluran pencernaan dan lingkungan yang sama 
dengan hewan inang. Pemberian probiotik dalam pakan berpengaruh dalam saluran 
pencernaan, sehingga akan sangat membantu proses penyerapan makanan dalam 
pencernaan ikan (Salminen, 2020).  
Menurut penelitian sebelumnya bakteri probiotik menghasilkan enzim yang 





ikan. Usaha yang dilakukan dalam meningkatkan nutrisi pakan salah satunya 
dengan pemanfaatan bakteri yang terdapat dalam probiotik karena memiliki 
beberapa enzim untuk mencerna makanan seperti amilase, protease, lipase dan 
selulase (Izzah et al., 2019). Probiotik merupakan produk yang mampu memperbaiki 
komposisi mikroflora usus dan mendukung kesehatan inang. Probiotik melindungi 
inang dari infeksi, memperbaiki berat tubuh dan rasio konversi pakan, menstimulasi 
sistem imun inang dan memperbaiki kualitas air budidaya (Cholik et al., 2018). 
Beberapa kriteria yang perlu dipertimbangkan untuk mendapatkan produk 
probiotik akuakultur dengan pengaruh positif yang optimal bagi inangnya menurut 
Fardiaz (2017), adalah sebagai berikut:  
1. Spesies bakteri probiotik sebaiknya merupakan mikroflora normal usus 
sehingga bakteri tersebut lebih mudah menyesuaikan diri dengan 
lingkungan usus.  
2. Mempunyai kapasitas untuk bertahan hidup (survive) untuk melakukan 
kolonisasi (colonize) serta melakukan metabolisme (metabolize) dalam 
saluran cerna.  
3. Bersifat non patogenik dan non toksik bagi inang. 
4. Toleran terhadap asam lambung dan garam empedu.  
5. Memiliki kemampuan untuk menempel dan mengolonisasi usus.  
6. Memiliki aktivitas antagonistik terhadap mikroba patogen. 
7. Terbukti memiliki pengaruh yang menguntungkan bagi inangnya baik 
secara in vitro maupun secara in vivo. 






9. Produk probiotik diharapkan memiliki jumlah sel hidup yang besar (101-
109).  
10. Probiotik dapat disiapkan sebagai produk sel hidup pada skala industri.  
 
2.7  Mekanisme Kerja Probiotik 
Probiotik untuk akuakultur umumnya hanya diseleksi berdasarkan 
kemampuannya menghasilkan senyawa antibakteri, walaupun demikian perlekatan 
pada mukosa usus juga penting agar mereka tetap berada pada usus inang 
sehingga dengan penambahan bakteri probiotik akan mengurangi perlekatan bakteri 
patogen. Penelitian sebelumnya menyatakan bahwa probiotik yang bekerja di dalam 
mukosa usus inang harus mampu bertahan hidup dan berkembang biak dengan 
cepat sehingga probiotik tersebut tidak terbawa keluar bersama sisa metabolisme 
inang (Vine et al., 2017).  
Mikroflora normal dalam saluran pencernaan memiliki peranan yang penting 
dalam proses pencernaan hewan (Singh  et al., 2018). Berbagai galur bakteri dalam 
saluran pencernaan mempunyai kemampuan merubah substrat makanan menjadi 
metabolit potensial dengan menghasilkan enzim pencernaan sehingga metabolit 
potensial tersebut dapat dimanfaatkan oleh inangnya (Kavitha et al., 2019).  
Beberapa kemungkinan mekanisme kerja probiotik yaitu: (1) produksi 
senyawa penghambat, (2) menghasilkan exogenous enzim, (3) kompetisi senyawa 
kimia atau ketersediaan energi, (4) kompetisi tempat penempelan, (5) peningkatan 
respons imun. Pada dasarnya ada 3 mekanisme kerja probiotik menurut Steel dan 
Torrie (2018) yaitu: (1) menekan populasi mikroba melalui kompetisi dengan 
memproduksi senyawa-senyawa antimikroba atau melalui kompetisi nutrisi dan 





meningkatkan atau menurunkan aktivitas enzim, (3) menstimulasi imunitas melalui 
peningkatan kadar antibodi atau aktivitas makrofag. 
 
2.8   Karakteristik Bakteri Probiotik 
Dijelaskan penelitian Ringo (2020), bahwa mayoritas bakteri yang 
dimanfaatkan sebagai probiotik adalah kelompok bakteri asam laktat (BAL) yang 
memproduksi asam laktat sebagai produk akhir metabolik utama selama fermentasi 
karbohidrat. Efek bakterisidal dari asam laktat berkaitan dengan penurunan pH 
lingkungan menjadi 3 sampai 4,5 sehingga pertumbuhan bakteri lain termasuk 
bakteri pembusuk akan terhambat. Bakteri asam laktat (BAL) secara fisiologi 
dikelompokkan sebagai bakteri gram positif, bentuk kokus atau batang yang tidak 
berspora dengan asam laktat sebagai produk utama fermentasi karbohidrat. Secara 
tradisional, BAL terdiri dari empat genus yaitu Lactobacillus, Leuconostoc, 
Pediococcus dan Streptococcus (Kavitha et al., 2019). 
Syarat utama agar probiotik mampu memberikan efek positif bagi kesehatan 
inang adalah probiotik tersebut harus berada dalam keadaan hidup dan dikonsumsi 
dalam jumlah yang tepat. Kriteria yang perlu dipertimbangkan dalam mendapatkan 
produk probiotik dengan pengaruh positif optimal bagi inangnya, yaitu: (1) memiliki 
kemampuan untuk bertahan selama proses pengolahan dan selama waktu 
penyimpanan, (2) memiliki karakteristik sensorial yang baik, (3) memiliki kemampuan 
menempel dan mengkolonisasi usus, (4) memiliki sifat antagonistik terhadap 
mikroba patogen enterik, (5) terbukti memiliki pengaruh menguntungkan bagi 
kesehatan inang, (6) produk probiotik diharapkan memiliki jumlah sel hidup besar 
(107-109 cfu/ml) dan (gr) total konsumsi produk probiotik sekitar 300-400 gr per 





dapat dikatakan sebagai bakteri probiotik apabila memenuhi beberapa kriteria yakni 
bersifat non patogenik, masih aktif dalam kondisi asam lambung dan konsentrasi 
garam empedu yang tinggi dalam usus halus mampu tumbuh dan melakukan 
metabolisme dengan cepat dan tepat dengan jumlah yang banyak di dalam usus 
serta memiliki sifat antimikroba terhadap bakteri patogen.  
 
2.9   Seleksi Bakteri Probiotik  
Seleksi bakteri pada penelitian ini dilakukan dengan pengamatan morfologi, 
pewarnaan gram bakteri, pengujian fisiologis-biokimia, pewarnaan endospora, dan 
pengujian antagonistik. Seleksi bakteri tidak dapat dilakukan jika hanya dilakukan 
salah satu saja dari pengujian tersebut. Banerjee (2017), mengatakan bahwa 
pengujian morfologi dilakukan untuk mengetahui bentuk koloni bakteri, pewarnaan 
gram untuk mengetahui jenis gram dari bakteri, uji fisiologis biokimia dilakukan agar 
peneliti dapat mengetahui sifat-sifat fisiologis dari bakteri yang diteliti dan 
mengetahui semua reaksi biokimia yang dilakukan oleh bakteri dalam 
mempertahankan kehidupannya, pewarnaan endospora untuk mengetahui apakah 
bakteri menghasilkan endospora atau tidak sedangkan pengujian antagonistik 
dilakukan untuk mengetahui respon antagonis bakteri yang menjadi kandidat 
probiotik terhadap bakteri patogen. Pada penelitian ini bakteri patogen yang 
digunakan dalam pengujian antagonistik adalah Aeromonas hydrophila. 
 
2.10 Sifat Antagonis Bakteri Probiotik terhadap Bakteri Patogen  
      Metode Kirby-Bauer dalam mengidentifikasi bakteri menyatakan bahwa 
pengujian sifat antagonistik bakteri dilakukan untuk mengetahui kemampuannya 





      Percobaan Madani (2018), melaporkan bahwa dalam menemukan bakteri 
yang berpotensi tinggi untuk dipilih sebagai probiotik dilakukan melalui tahapan  
pengujian aktivitas amilolitik, proteolitik, dan lipolitik, fase pertumbuhan bakteri  
ketahanan terhadap asam lambung dan garam empedu, uji penempelan, dan  
pengujian aktivitas antagonistik dengan bakteri patogen. Biakan cair bakteri kandidat 
probiotik diuji dengan bakteri Aeromonas hydrophila yang merupakan bakteri 
patogen setelah diinkubasi pada suhu 29OC dan berumur 24 jam diencerkan hingga 
memiliki konsentrasi yang sama (107 cfu/ml). 
 
2.11 Identifikasi Manual Genus Bakteri Terpilih 
Identifikasi kandidat bakteri potensial probiotik dapat dilakukan dengan 
pengamatan morfologi koloni bakteri yang kemudian dilanjutkan dengan pewarnaan 
gram bakteri kemudian dilanjutkan dengan uji fisiologis-biokimia, dan dilanjut dengan 
pewarnaan endospore (Verschuere et al., 2000).  
Kunci determinasi yang digunakan merujuk pada kunci determinasi Bergey’s 
Determinative Bacteriology dengan melakukan serangkaian uji morfologi dan 
biokimia yaitu bentuk koloni bakteri, uji pewarnaan gram, uji acid fast, uji katalase, uji 
pewarnaan endospora, fermentasi glukosa dan laktosa, uji oksidase, oksidatif/ 
fermentatif (OF), motilitas, uji aktivitas enzim proteolitik, amilolitik dan lipolitik serta 
pertumbuhan aerobik dan anaerobik (Singh et al., 2018).  
Adapun untuk pengujian tambahan dilakukan pengujian sifat antagonistik 
bakteri kandidat. Uji antagonis ini dilakukan untuk mengetahui sifat antagonis bakteri 
kandidat terhadap bakteri patogen seperti Aeromonas hydrophila. Filtrat yang 
mengandung substansi antibakteri akan melakukan penghambatan terhadap bakteri 





Besarnya aktivitas antibakteri ditentukan dengan cara mengukur diameter zona 
bening di sekitar sumur agar yang merupakan zona hambat pertumbuhan bakteri 
patogen (Mulyasari et al., 2016). 





BAB III. METODE PENELITIAN 
 
 
3.1    Tempat dan Waktu 
 Kegiatan penelitian dilakukan di hatchery PT. Suri Tani Pemuka, 
Banyuwangi, pada tanggal 1 Maret 2021-31 April 2021. 
 
3.2    Materi Penelitian 
3.2.1    Alat Penelitian 
            Alat-alat yang digunakan antara lain: laminary air flow, cool case, incubator, 
autoclave, erlenmeyer, vortex mixer, tabung reaksi, hotplate stirrer, cawan petri, 
paper disk, object glass, cover glass, microscope, bunsen, ose, triangle, gelas ukur, 
washing bottle, mikropipet, tube, yellow tip, blue tip, rack microtube, rack microtip 
pipet tetes, alumunium foil, spektrofotometer, alat tulis, kamera digital, timbangan 
analitik, sectio set, tisu, gloves, masker laboratorium, jas lab, incubator shaker, 
pinset, colony counter, macro pipet, sprayer, vortex, dan oven.    
3.2.2    Bahan Penelitian 
            Bahan yang digunakan antara lain: media agar TSA, TSB, media SIM, 
media SMA, NaCl, PBS (larutan penyangga), minyak zaitun, tepung tapioka, parafin 
cair, aquades, alkohol 96%, pure KI, Reagen CuSo4, H2O2, K2HPO4, bacto agar, 
malachite green, Na2S2O3, (NH4)2(SO4)2, larutan fisiologis, immersion oil, reagen 
kristal violet, reagen KI, reagen aseton-alkohol, reagen safranin, larutan spiritus dan 








3.3 Metode Penelitian 
3.3.1    Rancangan Penelitian 
     Penelitian ini menggunakan metode observasi untuk mengetahui adanya 
bakteri potensial indigenous yang terdapat dalam usus ikan sidat. Data yang 
digunakan dalam penelitian ini adalah secara deskriptif. Parameter yang diamati dan 
dianalisis terdiri dari morfologi bakteri meliputi bentuk koloni, elevasi, margin, dan 
warna koloni bakteri dilanjutkan dengan pewarnaan gram bakteri, pengujian 
fisiologis-biokimia yang meliputi uji O/F, uji motilitas, uji katalase, uji sulfida (H2S), uji 
aktivitas enzimatis secara kualitatif meliputi aktivitas proteolitik, amilolitik, dan lipolitik 
selanjutnya dilakukan pewarnaan endospora, pengujian antagonistik bakteri yang 
dipilih sebagai kandidat probiotik terhadap bakteri patogen A. hydrophilla dan 
pengamatan pertumbuhan bakteri. 
3.3.2 Sampling A. bicolor 
Spesies ikan sidat yang digunakan adalah A. bicolor sampel diambil dari tiga 
lokasi budidaya yang berbeda. Tujuan diambilnya sampel dari tiga lokasi yang 
berbeda dikarenakan ketiga tempat budidaya tersebut memiliki manajemen pakan 
dan teknologi budidaya yang berbeda. Oleh karenanya peneliti ingin mengetahui 
apakah terdapat perbedaan dari isolat bakteri indigenous yang dihasilkan sehingga 
ketika didapatkan isolat yang berpotensi sebagai kandidat probiotik maka peneliti 
juga dapat menyimpulkan bahwa manajemen pakan dan teknologi budidaya yang 
digunakan pada tempat budidaya ikan sidat tersebut sudah baik. Lokasi tempat 
pengambilan sampel ikan sidat yang pertama di PT. Iroha Sidat Indonesia 
Banyuwangi, Jawa Timur unit Karang Tekok, lokasi kedua di PT. Iroha Sidat 
Indonesia Banyuwangi, Jawa Timur unit Bomo dan lokasi ketiga dari pembudidaya 





diambil adalah stadia elver. Alasan diambilnya stadia elver karena pada stadia 
tersebut ikan sidat cenderung lambat pertumbuhannya. 
Masing-masing dari lokasi budidaya memberikan 10 ekor ikan sidat sebagai 
sampel kemudian dipilih 5 ekor ikan sidat terbaik yang masuk kriteria size elver yaitu 
dengan bobot pada interval 3-18 gr. Masing-masing ikan diukur panjangnya dengan 
penggaris dan ditimbang beratnya dengan timbangan analitik kemudian dibedah 
menggunakan sectio set untuk diambil ususnya. Usus yang telah diambil diukur 
kembali panjang dan ditimbang beratnya kemudian dimasukkan ke dalam tube steril 
ukuran 2 ml selanjutnya dihaluskan dengan alu agar usus menjadi body gerus setiap 
1 gr usus diencerkan dengan 9 ml larutan fisiologis (NaCl 0,9%) steril pada pH 2. 
Kondisi ini bertujuan agar hanya bakteri probiotik yang dapat tumbuh dan 
berkembang pada pH tersebut untuk selanjutnya dilakukan isolasi bakteri dari usus 
tersebut (Cholik et al., 2018).   
3.3.3 Prosedur Kerja Isolasi Bakteri 
A. Pembuatan Media 
         Pembuatan media untuk isolasi dan uji fisiologis-biokimia bakteri strain 
indigenous pada ikan sidat (A. bicolor) adalah dengan menggunakan media Tryptic 
Soy Broth (TSB), Tryptic Soy Agar (TSA), Sulfide Indole Motility (SIM), dan Skim 
Milk Agar (SMA). Bahan-bahan lain yang digunakan dalam pembuatan media agar 
adalah natrium klorida (NaCl), phosphate buffered saline (PBS), minyak zaitun, 
tepung tapioka dan aquades (Mulyasari et al., 2016). Dalam penelitian ini media 
yang digunakan ditambahkan dengan antifungal untuk memastikan bahwa yang 







B. Sterilisasi Alat 
   Sterilisasi adalah suatu usaha untuk menghancurkan semua bentuk kehidupan 
mikroorganisme yang terdapat pada alat atau bahan. Proses sterilisasi dalam 
penelitian ini dilakukan dua kali hal ini sesuai pada penelitian sebelumnya oleh 
Pelczar (2018), sterilisasi basah menggunakan autoclave suhu 1210C dengan 
tekanan 1 atmosfer. Perhitungan selama 20 menit dimulai saat termometer pada 
autoclave menunjuk 1210C. Sterilisasi kering menggunakan oven suhu 1100C 
selama 30 menit. 
C. Isolasi Bakteri 
         Isolasi bakteri indigenous didapatkan dari usus ikan sidat, dilakukan dengan 
cara usus ikan sidat yang sudah disiapkan dalam tube dan diberi larutan garam 
fisiologis tube dikocok dengan perlahan agar suspensi dari usus tersebar merata, 
kemudian larutan disentrifuge selama 10 menit. Supernatan dikeluarkan kemudian 
supernatan diencerkan sampai pada kepadatan 10-2-10-4 lalu disebar pada 
permukaan media agar. Metode yang digunakan adalah spread plate method 
dengan teknik inokulasi dimana pengerjaan memindahkan bakteri dari media lama 
ke media baru dengan level ketelitian sangat tinggi. Media kemudian diinkubasi 
dalam inkubator pada suhu 280C selama 24 jam. Selanjutnya koloni bakteri yang 
tumbuh diamati karakteristiknya seperti bentuk koloni dan warna pigmen. Setelah itu, 
setiap koloni bakteri yang berbeda dimurnikan dengan cara mengkultur kembali 
pada media yang sama untuk mendapatkan koloni tunggal (Salminen, 2020). Proses 
isolasi yang dilakukan pada penelitian ini menggunakan media TSA. 
3.3.4 Prosedur Kerja Seleksi Bakteri 
                     Seleksi bakteri dilakukan dengan pengamatan morfologi koloni meliputi 





bakteri. Pengujian dilanjut dengan uji fisiologis-biokimia dan pengujian enzimatis 
setelah dilakukannya uji fisiologi-biokimia dan enzimatis akan didapatkan bakteri 
kandidat probiotik terbaik yang akan dipilih berdasarkan negatif sulfida, memiliki  
indeks nilai aktivitas proteolitik, amilolitik dan lipolitik tertinggi serta terlengkap, 
diutamakan pula isolat yang memiliki positif katalase. Selanjutnya dilakukan 
pewarnaan endospora pada bakteri kandidat probiotik terpilih kemudian dilakukan uji 
antagonistik dan dilakukan pengamatan pertumbuhan bakteri kandidat probiotik 
terpilih untuk mengetahui berapa lama fase lag bakteri agar dapat ditentukan bakteri 
yang memiliki sedikit lag time, semakin sedikit lag time bakteri maka akan semakin 
baik karena hal tersebut menandakan bakteri tersebut hanya membutuhkan sedikit 
waktu agar dapat beradaptasi pada media yang digunakan. Pengamatan 
pertumbuhan bakteri juga berfungsi untuk mengetahui fase eksponensial bakteri 
yang nantinya digunakan dalam pemanenan bakteri. Adapun pemaparan pengujian 
yang dilakukan tersebut adalah: 
A. Pengamatan Morfologi Koloni 
   Pengamatan morfologi koloni dilakukan setelah mendapatkan biakan bakteri 
dari usus ikan sidat. Pengamatan ini meliputi bentuk, elevasi, tepian, dan warna 
koloni bakteri (Pelczar, 2018). 
B. Pewarnaan gram Bakteri  
   Pewarnaan gram bakteri dilakukan untuk mengetahui morfologi sel bakteri 
dengan pewarnaan gram. Sampel bakteri dari koloni yang homogen dioleskan pada 
kaca objek steril lalu dibuat sediaan tipis dan fiksasi panas. Olesan bakteri 
diteteskan dengan kristal violet, tunggu selama 2 menit, dibilas dengan akuades. 





menit, dibilas akuades dan ditiriskan. Preparat dicuci dengan pemucat warna yaitu 
alkohol 95% selama 30 detik, dicuci segera dengan akuades dan ditiriskan. 
Preparat selanjutnya diteteskan safranin selama 30 detik, dibilas dengan akuades 
dan ditiriskan. Selanjutnya, preparat ditutup cover glass kemudian diteteskan 
minyak imersi dan diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran 1000x untuk 
melihat bentuk dan warna dinding sel setelah dilakukan pewarnaan. Bakteri yang 
termasuk dalam kelompok gram positif dinding selnya berwarna ungu atau gelap 
sedangkan kelompok bakteri gram negatif akan menunjukkan warna merah safranin 
(Sornplang dan Sudthidol, 2016). 
C. Pengujian Oksidatif/Fermentatif (O/F) 
            Pengujian oksidatif/fermentatif termasuk ke dalam uji fisiologi-biokimia. 
Pengujian ini bertujuan untuk mengetahui sifat oksidatif atau fermentatif bakteri 
terhadap glukosa dengan menggunakan dua tabung media yang salah satunya 
dilapisi dengan parafin cair steril sehingga diharapkan di dalam media tidak 
terdapat udara yang mendukung terjadinya fermentasi (Burr, 2017). 
D. Pengujian Motilitas 
         Pengujian motilitas termasuk ke dalam uji fisiologi-biokimia. Pengujian ini 
digunakan untuk melihat pergerakan bakteri. Pengujian motilitas dilakukan dengan 
cara satu ose jarum bakteri ditanam secara tegak lurus di tengah media SIM 
(Sulfide Indol Motility) dengan cara ditusukkan ose jarum yang telah diberi bakteri 
kemudian diinkubasi pada suhu 37oC selama 24 jam (Burr, 2017). 
E. Pengujian Sulfida 
   Pengujian sulfida termasuk ke dalam uji fisiologi-biokimia. Pengujian ini 
dilakukan dengan media SIM (Sulfide Indol Motility) yang merupakan salah satu 





memungkinkan untuk mengetahui kemampuan bakteri membentuk ikatan sulfida 
(H2S). Pembebasan atau pembentukan sulfida oleh bakteri ditunjukkan oleh 
terbentuknya warna hitam pada media SIM (Mulyasari et al., 2016). 
F. Pengujian Katalase 
   Pengujian katalase termasuk ke dalam uji fisiologi-biokimia. Pengujian ini 
dilakukan dengan tujuan untuk mengetahui sifat bakteri dalam menentukan bakteri 
yang menghasilkan enzim katalase (Mulyasari et al., 2016). 
G. Pengujian Aktivitas Amilolitik (Kualitatif) 
   Pengujian aktivitas amilolitik termasuk ke dalam uji fisiologi-biokimia. 
Pengujian ini dilakukan dengan menggunakan pati atau amilum yang merupakan 
karbohidrat kompleks tidak larut dalam air, berwujud bubuk, putih, tawar, dan tidak 
berbau. Secara umum pati terdiri dari 20% bagian yang larut air (amilosa) dan 80% 
bagian yang tidak larut dalam air (amilopektin). Beberapa bakteri memiliki enzim 
yang dapat menghidrolisis karbohidrat menjadi senyawa-senyawa turunan seperti 
glukosa. Pemecahan karbohidrat secara enzimatik oleh bakteri merupakan salah 
satu aspek penting dalam identifikasi bakteri (Mulyasari et al., 2016). 
H. Pengujian Aktivitas Proteolitik (Kualitatif) 
   Pengujian aktivitas proteolitik termasuk ke dalam uji fisiologi-biokimia. 
Pengujian ini dengan menggunakan kasein yang merupakan fosfoprotein atau 
protein dasar dari susu. Zat tersebut mengakibatkan susu menjadi tampak buram 
dan keputih-putihan. Beberapa bakteri memiliki enzim yang dapat menghidrolisis 
protein menjadi senyawa turunan seperti pepton yang mudah larut dalam air dan 
bersifat transparan. Pemecahan protein secara enzimatik oleh bakteri merupakan 






I. Pengujian Aktivitas Lipolitik (Kualitatif) 
   Pengujian aktivitas lipolitik termasuk ke dalam uji fisiologi-biokimia. Pengujian 
ini mempunyai peranan penting karena bertujuan untuk mengetahui enzim lipase 
yang menghidrolisis lipid menjadi gliserol. Beberapa bakteri memiliki enzim yang 
dapat menghidrolisis lipid menjadi senyawa-senyawa turunan seperti asam lemak 
dan gliserol. Pemecahan lipid secara enzimatik oleh bakteri merupakan salah satu 
aspek penting dalam mengidentifikasi bakteri (Pelczar dan Chan 2019).    
J. Pewarnaan Endospora Bakteri 
   Spora lazim disebut endospora karena spora terbentuk di dalam sel. 
Endospora jauh lebih tahan terhadap pengaruh luar yang buruk dari pada bakteri 
biasa yaitu bakteri dalam bentuk vegetatif. (Pelczar, 2018). Apabila sel vegetatif 
membentuk endospora maka akan terjadi diferensiasi sel yang ditandai dengan 
diproduksinya dinding sel yang baru. Proses pewarnaan endospora bertujuan untuk 
mengetahui diferensiasi tersebut dan morfologi sel vegetatif. Endospora dihasilkan 
di dalam tubuh vegetatif bakteri terletak di tengah (central), ujung kiri (terminal) 
ataupun ujung kanan (lateral). Endospora bakteri dapat diketahui dengan 
melakukan endospore staining menggunakan malacyte green (Sornplang dan 
Sudthidol, 2016). 
K. Pengujian Aktivitas Antagonistik 
Pengujian aktivitas antagonistik yang dilakukan dalam penelitian Gibson dan 
Angus (2016), menggunakan standar bakteri yang telah diencerkan pada 10-4 - 10-5 
pada tube steril kemudian ditebar pada cawan petri yang sudah berisi agar 
kemudian dibagi menjadi delapan bagian ditandai dengan spidol. Bakteri yang 
bersifat patogen dipilih bakteri A. hydrophila dan disebar kemudian dimasukkan 





dari isolat. Jika bakteri dari isolat adalah jenis bakteri probiotik maka akan 
menghambat pertumbuhan A. hydrophila yang ditunjukkan dengan terbentuknya 
zona hambat (Marlida et al., 2017).  
L. Pengamatan Pertumbuhan Bakteri (OD dan TPC) 
               Langkah-langkah pembuatan kurva pertumbuhan bakteri dapat dilakukan 
dengan dua metode yaitu menggunakan optical density (OD) dan total plate count 
(TPC). Pada metode OD sebanyak 1 ose dari kultur bakteri yang telah disegarkan 
pada media tabung miring TSA diinokulasi ke dalam erlenmeyer berisi 100 ml TSB 
steril dan diinkubasi. Pengamatan terhadap nilai OD dilakukan setiap 2 jam sekali. 
Pengamatan dilakukan dari jam ke 0 sampai jam ke 24 (Kuebutornye, 2019). 
Pengukuran nilai OD yang dimodifikasi dari Yuliana (2018), dilakukan dengan 
metode langsung berdasarkan turbiditas dengan cara mengambil sebanyak 5 ml 
kultur pada media TSB kemudian diamati nilai ODnya pada spektrofotometer pada 
panjang gelombang 620 nm.  
Pengukuran Total Plate Count (TPC) yang dimodifikasi dari Fardiaz (2016), 
antara lain adalah: pengukuran TPC dilakukan dengan metode sebar, 1 ml kultur 
media TSB diinokulasikan ke media NaCl fisiologis 0,85% kemudian dilakukan 
pengenceran bertingkat dari pengenceran 10-1 hingga 10-7, selanjutnya penanaman 
ke media TSA dimulai dari pengenceran 10-6, kemudian diinkubasi pada suhu 37o C 
selama 24 jam. 
M. Praduga Genus Bakteri  
   Isolat bakteri kelompok probiotik seperti genus Bacillus sp. Menurut Pelczar 
dan Chan (2019), Bacillus sp. memiliki sifat gram positif dan biasanya motil oleh 
flagella peritrichous. Endospora oval, kadang-kadang bundar atau silinder dan 





satu spora per sel dan sporulasi tidak tahan pada udara terbuka. Bakteri ini bersifat 
aerob atau fakultatif anaerob. Kemampuan fisiologi beragam, sangat peka terhadap 
panas, pH dan salinitas, kemoorganotrof dengan metabolisme fermentasi atau 
pernapasan. Biasanya bersifat katalase dan oksidase positif, tersebar luas pada 
bermacam-macam habitat. Praduga genus bakteri dapat dicocokan melalui tabel 
Cowan dan Steel’s (Steel dan Torrie, 2018). 
 
3.4 Prosedur Kerja Identifikasi Bakteri Potensial Probiotik 
 Prosedur kerja identifikasi bakteri potensial probiotik yang telah diseleksi 
melalui pengujian fisiologi-biokimia selanjutnya dilakukan identifikasi genus secara 
manual dengan merujuk pada buku Cowan dan Steel’s yang berjudul Manual for 
Identification Bacterial Third Series (Madigans et al., 2019).    
 
3.5 Data Analisis  
Data primer yang diperoleh dianalisis secara deskriptif dengan menggunakan 
rangkaian kata-kata, gambar, dan tabel terhadap hasil pengujian (Sornplang dan 
Sudthidol, 2016). Data yang didapatkan meliputi data hasil dari isolasi bakteri, 
pengujian morfologi, pewarnaan gram bakteri, pengujian fisiologis-biokimia, 
pengujian aktivitas proteolitik, lipolitik, amilolitik, pewarnaan endospora, pengujian 





BAB IV. HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
4.1 Pengambilan Sampel Ikan Sidat (A. bicolor) 
Pada sampling ikan sidat didapatkan dari tiga lokasi budidaya yang berbeda. 
Pada ketiga lokasi tersebut memiliki manajemen pakan dan teknologi budidaya yang 
berbeda. Lokasi pengambilan ikan sidat diambil dari PT. Iroha Sidat Indonesia, 
Banyuwangi unit Karang Tekok dan Bomo serta pembudidaya lokal daerah 
Banyuwangi. Adapun perbedaan ketiga lokasi tersebut tersaji pada Tabel 1. 
Tabel 1. Perbedaan Kondisi Lokasi Budidaya Ikan Sidat (A. bicolor) 
Perbedaan Lokasi Budidaya Ikan Sidat 






 Pemberian pakan secara 
manual dilakukan sebanyak 
tiga kali sehari dengan 
teknik ad libitum. 
 
 Pakan sidat yang diberikan 
berbentuk pasta. 
 
 Pemberian pakan diberikan 
pada interval jam 4-7 di pagi 
hari. 
 
 Pemberian pakan diberikan 
pada interval jam 12-2 di 
siang hari. 
 
 Pemberian pakan diberikan 
pada interval jam 9-10 di 
malam hari. 
 
 Terdapat shelter untuk 




 Kolam budidaya indoor. 
 
 Suhu ruang budidaya di 
setting 29-34oC. 
 
 Pembersihan kolam yang 
dilakukan dengan dua kali 
filtrasi yaitu biofilter 
menggunakan bioball dan 
kimia  menggunakan 
zeolite. 
 
 Kolam menggunakan 
tangki bulat volume 1,5 ton. 
 
 Kolam diberi shading 
warna coklat menggunakan 
tanah liat yang sudah 
disterilkan untuk mencegah 
plankton. 
2 Iroha Unit 
Bomo 
 Pemberian pakan diberikan 
menggunakan berbentuk 







 Perbedaan Lokasi Budidaya Ikan Sidat 
No Lokasi Manajemen Pakan Teknologi Budidaya 
   
pasta dengan 
menggunakan auto feeder  
sebanyak 2 kali sehari. 
 
 Pemberian pakan diberikan 
pada interval jam 6-7 di pagi 
hari. 
 
 Pemberian pakan diberikan 





 Suhu tergantung cuaca di 
Bomo. 
 
 Kolam menggunakan bak 
fiber bulat kapasitas 
volume 2 ton. 
 
 Filtrasi dilakukan dengan 
filter mekanis dengan 
melewatkan air kolam 





 Pemberian pakan dilakukan 
dua kali sehari secara 
manual. 
 
 Pemberian pakan diberikan 
pada jam 7 di pagi hari. 
 
 Pemberian pakan diberikan 
pada jam 4 di sore hari  
 Kolam outdoor. 
 
 Kolam budidaya ikan sidat 
terbuat dari beton. 
 
 Filtrasi dilakukan secara 
manual dengan penyifonan 
yang dilakukan setiap hari. 
Peneliti mendapatkan masing-masing 10 ekor ikan sidat dari ketiga tempat 
budidaya dan hanya memilih 5 ekor terbaik dari tiap tempat yang ukurannya 
memenuhi kriteria ukuran stadia elver untuk dibedah saluran pencernaannya. Ikan 
sidat yang dipilih adalah interval bobot 3-18 gr. Dari ketiga tempat budidaya ikan 
sidat tersebut karena memiliki manajemen pakan dan teknologi budidaya yang 
berbeda maka dapat dipastikan bahwa kelimpahan bakteri dalam saluran 
pencernaan ikan sidat akan berbeda dan isolat bakteri yang terpilih dari salah satu 
tempat budidaya ikan sidat yang dijadikan tempat pengambilan sampel otomatis 
dapat disimpulkan telah memiliki manajemen pakan dan teknologi yang sudah baik.  
Selanjutnya dilakukan pengukuran panjang dan penimbangan bobot ikan 





dan berat ikan sidat yang dibedah tersaji pada Tabel 2, 3 dan 4 serta dokumentasi 
pada Lampiran 3.  
Tabel 2. Data panjang dan berat sampel ikan sidat unit Karang Tekok 











1 17,00  6,04 5,00 0,20 
2 21,00  12,05 8,08 0,20 
3 20,02 11,08 9,09 0,30 
4 18,08 8,01 8,05 0,10 
5 20,08 9,07 7,08 0,20 
 
Berdasarkan sampling ikan sidat asal PT. Iroha Sidat unit Karang Tekok 
didapatkan  data  ikan sidat terpanjang adalah 20,8 cm dan panjang tubuh terpendek 
didapatkan angka 17 cm. Adapun untuk berat tubuh ikan sidat didapatkan angka 
12,05 gr untuk yang terberat dan hanya 6,04 gr untuk bobot teringan. Pada 
pengukuran hasil panjang usus didapatkan nilai 9,09 cm untuk usus terpanjang dan 
7,08 cm untuk usus terpendek. Berat usus terberat mencapai angka 0,03 gr 
sedangkan untuk berat usus teringan hanya 0,10 gr.  
Tabel 3. Data panjang dan berat sampel ikan sidat unit Bomo 











1 15,04 5,04 4,03 0,10 
2 15,08 4,07 5,07 0,10 
3 15,05 3,06 5,07 0,10 
















5 18,02 7,05 6,02 0,10 
  
Berdasarkan sampling ikan sidat asal PT. Iroha Sidat unit Bomo didapatkan  
data  ikan sidat terpanjang adalah 18,02 cm dan panjang tubuh terpendek 
didapatkan angka 15,04 cm. Adapun untuk berat tubuh ikan sidat didapatkan angka 
7,05 gr untuk yang terberat dan hanya 3,06 gr untuk bobot teringan. Pada 
pengukuran hasil panjang usus didapatkan nilai 7,06 cm untuk usus terpanjang dan 
4,03 cm untuk usus terpendek. Berat usus idem hanya 0,10 gr.  
Tabel 4. Data panjang dan berat sampel ikan sidat petani lokal 











1 6,00 16,08 6,05 0,10 
2 5,01 12,00 8,07 0,13 
3 8,00 19,03 8,06 0,10 
4 4,03 13,01 6,06 0,08 
5 6,39 17,05 7,05 0,10 
 
Berdasarkan sampling ikan sidat asal petani lokal ikan sidat  daerah 
Banyuwangi didapatkan data ikan sidat untuk panjang tubuh terpanjang yaitu 6,39 
cm dan panjang tubuh terpendek didapatkan angka 4,10 cm. Adapun untuk berat 
tubuh ikan sidat didapatkan angka 19,03 gr untuk yang terberat dan hanya 12 gr 
untuk bobot teringan. Pada pengukuran hasil panjang usus didapatkan nilai 8,07 cm 





mencapai angka 0,13 gr sedangkan untuk berat usus teringan hanya 0,08 gr. 
Dokumentasi saat melakukan sampling ikan sidat tersaji pada Lampiran 3. 
Sampling pada penelitian ini mengambil dari saluran pencernaan ikan sidat 
yaitu pada bagian usus. Hal ini dilakukan sesuai dengan penelitian sebelumnya yang 
melakukan penelitian mengenai isolasi bakteri dari berbagai ikan khususnya ikan air 
tawar. Pada penelitian Marlida (2017), melakukan isolasi bakteri untuk mendapatkan 
potensial probiotik pada ikan lele. Isolasi dilakukan pada lambung dan usus ikan 
untuk mendapatkan kandidat bakteri probiotik. Hal ini menunjukkan bahwa 
pengambilan sampling yang dilakukan sesuai dengan penelitian sebelumnya.  
     
4.2  Isolasi dan Pengamatan Morfologi Koloni Bakteri 
Dari hasil isolasi bakteri didapatkan 33 isolat bakteri indigenous kemudian 
dilakukan tahapan seleksi bakteri secara morfologi dan biokimia untuk mengetahui 
bakteri yang berpotensi sebagai probiotik spesifik bagi ikan sidat (A. bicolor). 
Jumlah isolat bakteri tersaji dalam Tabel 5. Adapun bentuk morfologi koloni bakteri 
tersaji pada Tabel 6. 
Tabel 5. Hasil Isolasi bakteri 
Data Hasil Isolasi Bakteri 
No Asal isolat Jumlah isolat Kode nama isolate 
1 
PT. Iroha unit Karang 
Tekok 
18 KT 
2 PT. Iroha unit Bomo 9 BM 
3 Budidaya petani lokal 6 LK 
 Jumlah 33  
Hasil isolasi bakteri pada penelitian ini didapatkan dengan menggunakan  





isolat dengan rincian 18 isolat yang ditemukan dari sampel unit Karang Tekok yang 
diberi kode nama isolat KT, 9 isolat berasal dari sampel unit Bomo yang diberi kode 
nama isolat BM dan 6 isolat berasal dari sampel petani lokal yang diberi kode nama 
isolat LK. Kesimpulan dari hasil isolasi bakteri pada penelitian ini adalah kelimpahan 
bakteri tertinggi berasal dari ikan sidat Iroha Karang Tekok (KT) dengan jumlah 18 
isolat dan kelimpahan terendah berasal dari ikan sidat pembudidaya lokal (LK) 
dengan jumlah 6 isolat. 
Menurut hasil penelitian sebelumnya oleh Marlida (2017), menyatakan bahwa 
isolasi bakteri adalah kegiatan pemisahan yang disertai dengan pemurnian. Hal ini 
menunjukkan bahwa dalam penelitian ini sudah sesuai dengan penelitian 
sebelumnya karena pada penelitian ini dilakukan proses pengambilan bakteri dari 
medium asal dan menumbuhkannya di medium baru sehingga didapatkan biakan 
bakteri murni. Teknik inokulasi dipilih karena pada kegiatan inokulasi bakteri 
pemindahan bakteri dari medium lama ke medium baru dibuat dengan tingkat 
ketelitian yang sangat tinggi dan lingkungan yang aseptis untuk menghindari 
kontaminasi.   
Isolat yang ditemukan kemudian diamati dan dianalisis bentuk morfologi koloni 
nya meliputi bentuk koloni, bentuk elevasi dari koloni, bentuk margin dari koloni dan 
warna koloni. Adapun bentuk morfologi dari koloni bakteri tersaji dalam Tabel 6 
untuk isolat yang berasal dari Iroha Karang Tekok. Tabel 7 untuk isolat yang berasal 
dari Iroha Bomo dan Tabel 8 untuk isolat yang berasal dari pembudidaya lokal 







Tabel 6. Data morfologi koloni isolat bakteri isolat Iroha Karang Tekok  
Data Morfologi Koloni Bakteri Iroha Karang Tekok 
No Isolat Bentuk Koloni Elevasi Margin Warna 
1 KT 1 Irregular Flat Irregular Putih Susu 
2 KT 2 Irregular Flat Entire Putih Susu 
3 KT 3 Irregular Flat Undulate Putih Susu 
4 KT 4 Round Flat Entire Transparan 
5 KT 5 Circular Flat Entire Putih Susu 
6 KT 6 Irregular Flat Undulate Putih Susu 
7 KT 7 Semi Rhizoid  Flat Undulate Putih Susu 
8 KT 8 Circular Convex Irregular Putih Susu 
9 KT 9 Irregular Flat Entire Putih Susu 
10 KT 10 Irregular Flat Undulate Transparan 
11 KT 11 Irregular Flat Undulate Transparan 
12 KT 12 Circular Flat Undulate Transparan 
13 KT 13 Irregular Flat Entire Transparan 
14 KT 14 Circular Flat Undulate Transparan 
15 KT 15 Irregular Flat Irregular Transparan 
16 KT 16 Round Flat Undulate Transparan 
17 KT 17 Irregular Flat Undulate Transparan 
18 KT 18 Irregular Umbonate Undulate Transparan 
 
Tabel 7. Data morfologi koloni isolat bakteri isolat Iroha Bomo 
Data Morfologi Koloni Bakteri Iroha Bomo 
No Isolat Bentuk Koloni Elevasi Margin Warna 
1 BM 1 Circular Flat  Undulate  Putih Susu 
2 BM 2 Irregular Convex Convex Putih Susu 
3 BM 3 Irregular Flat Undulate Putih Susu 
4 BM 4 Irregular Flat Lobate Putih Susu 
5 BM 5 Irregular Convex Undulate Transparan 
6 BM 6 Circular Flat Undulate Putih Susu 
7 BM 7 Round Flat Undulate Transparan 





Data Morfologi Koloni Bakteri Iroha Bomo 
No Isolat Bentuk Koloni Elevasi Margin Warna 
9 BM 9 Circular Flat Undulate Putih Susu 
 
Tabel 8. Data morfologi koloni isolat bakteri isolat pembudidaya lokal 
Data Morfologi Koloni Bakteri Pembudidaya Lokal 
No Isolat Bentuk Koloni Elevasi Margin Warna 
1 LK 1 Irregular Flat Entire Putih Susu 
2 LK 2 Irregular Umbonate Undulate Putih Susu 
3 LK 3 Irregular Convex Undulate Putih Susu 
4 LK 4 Irregular Flat Undulate Transparan Berinti 
5 LK 5 Irregular Flat Entire Putih Susu 
6 LK 6 Irregular Flat Entire Putih Susu 
Pada data yang tersaji di Tabel 6, 7 dan 8 menginformasikan mengenai bentuk 
koloni dari masing-masing isolat, berdasarkan bentuk elevasi atau bagian atas dari 
bentuk koloni dan bentuk margin atau bagian samping kanan maupun kiri dari koloni 
bakteri sedangkan untuk warna dari isolat bakteri yang ditemukan di dominasi oleh 
warna putih susu dan transparan. Namun, ada satu isolat diantara kedua warna 
tersebut yang transparan dan memiliki inti.  
Morfologi koloni bakteri berguna dalam identifikasi awal bakteri. Berbagai 
macam warna pigmentasi koloni yakni kuning, putih susu, transparan dan warna 
lainnya dapat ditemukan pada media kultur (Lay, 2018). Hal ini menunjukkan bahwa 
pada penelitian ini hasil data yang didapatkan dari analisis morfologi dari isolat Iroha  









4.3  Uji Oksidatif/Fermentatif (O/F) 
Uji oksidatif fermentatif (O/F) adalah uji yang digunakan untuk mengetahui 
suatu bakteri dalam kemampuannya mengurai karbohidrat (glukosa) menjadi 
oksidatif dan fermentatif. Fermentatif positif jika terjadi perubahan warna dari merah 
menjadi kuning pada medium yang ditutup parafin cair steril. Oksidatif positif jika 
medium yang tidak ditutup parafin cair steril saja yang berubah warna dari merah 
menjadi kuning. Sedangkan negatif, jika terjadi pertumbuhan bakteri tapi tidak 
adanya indikasi perubahan warna pada media. Hasil uji O/F penelitian ini tersaji 
pada Tabel 9 untuk isolat yang berasal dari Iroha Karang Tekok, Tabel 10 untuk 
isolat yang berasal dari Iroha Bomo dan Tabel 11 untuk isolat yang berasal dari 
pembudidaya lokal daerah Ketapang sedangkan dokumentasi pada Lampiran 3.               
Tabel 9. Data hasil uji O/F isolat Iroha Karang Tekok 
Hasil Uji Oksidatif Fermentatif Iroha Karang Tekok 
No Isolat Uji Oksidatif Fermentatif (O/F) Glukosa (Acid) 
1 KT 1 F (+) 
2 KT 2 F (+) 
3 KT 3 F (+) 
4 KT 4 F (+) 
5 KT 5 F (+) 
6 KT 6 F (+) 
7 KT 7 F (+) 
8 KT 8 F (+) 
9 KT 9 F (+) 
10 KT 10 F (+) 
11 KT 11 F (+) 
12 KT 12 F (+) 
13 KT 13 F (+) 
14 KT 14 F (+) 





Hasil Uji Oksidatif Fermentatif Iroha Karang Tekok 
No Isolat Uji Oksidatif Fermentatif (O/F) Glukosa (Acid) 
16 KT 16 F (+) 
17 KT 17 F (+) 
18 KT 18 F (+) 
Hasil pengujian O/F pada isolat yang berasal dari Iroha Karang Tekok total 18 
isolat memiliki hasil positif fermentatif. Hal ini ditunjukkan dengan terjadi perubahan 
warna dari merah menjadi kuning pada medium yang ditutup parafin cair steril. 
Tabel 10. Data hasil uji O/F isolat Iroha Bomo 
Hasil Uji Oksidatif Fermentatif Iroha Bomo 
No Isolat Uji Oksidatif Fermentatif (O/F) Glukosa (Acid) 
 1 BM 1 F (+) 
2 BM 2 F (+) 
3 BM 3 F (+) 
4 BM 4 F (+) 
 5 BM 5 F (+) 
6 BM 6 F (+) 
7 BM 7 F (+) 
8 BM 8 F (+) 
9 BM 9 F (+) 
Hasil pengujian O/F pada isolat yang berasal dari Iroha Bomo total 9 isolat 
memiliki hasil positif fermentatif. Hal ini ditunjukkan dengan terjadi perubahan warna 
dari merah menjadi kuning pada medium yang ditutup parafin cair steril. 
Tabel 11. Data hasil uji O/F isolat pembudidaya lokal 
Hasil Uji Oksidatif Fermentatif Pembudidaya Lokal 
No Isolat Uji Oksidatif Fermentatif (O/F) Glukosa (Acid) 
1 LK 1 F (+) 
2 LK 2 F (+) 





Hasil Uji Oksidatif Fermentatif Pembudidaya Lokal 
No Isolat Uji Oksidatif Fermentatif (O/F) Glukosa (Acid) 
4 LK 4 F (+) 
5 LK 5 F (+) 
6 LK 6 F (+) 
Hasil pengujian O/F pada isolat yang berasal dari pembudidaya ikan sidat lokal 
total 6 isolat memiliki hasil positif fermentatif. Hal ini ditunjukkan dengan terjadi 
perubahan warna dari merah menjadi kuning pada medium yang ditutup parafin cair 
steril. 
Kesimpulan hasil penelitian ini memperlihatkan semua isolat yang ditemukan 
pada penelitian ini positif fermentatif dibuktikan dengan tumbuhnya bakteri dan 
berubahnya warna media kedua tabung uji dari merah menjadi kuning. Hal ini 
mengindikasikan bahwa semua bakteri hasil isolasi mampu mengurai karbohidrat 
(glukosa).  
Pada penelitian sebelumnya pengujian fermentasi/oksidasi pada bakteri lazim 
dilakukan terutama ketika melakukan penelitian mengenai karakterisasi bakteri 
probiotik. Penelitian Cowan and Steel’s dalam bukunya Manual for The Identification 
of Bacteria (2018), berpendapat bahwa ciri-ciri bakteri probiotik salah satunya adalah 
memiliki sifat mampu melakukan pemecahan karbohidrat (glukosa) menjadi 
senyawa yang lebih sederhana dalam suasana aerobik (oksidatif) maupun anaerobik 
(fermentatif). Hal ini menunjukkan bahwa dalam penelitian ini data yang didapatkan 
sesuai dengan penelitian sebelumnya dan mengindikasikan bahwa isolat yang 








4.4  Uji Motilitas  
Motilitas bakteri diperlihatkan dengan adanya pertumbuhan pada permukaan 
media dan tidak hanya pada bekas tusukan, sedangkan bakteri non motile akan 
tumbuh hanya di sepanjang tusukan. Adapun hasil uji motilitas tersaji dalam Tabel 
12 untuk isolat dari Iroha Karang Tekok, Tabel 13 untuk isolat dari Iroha Bomo, dan 
Tabel 14 untuk isolat dari pembudidaya ikan sidat lokal daerah Ketapang, 
sedangkan dokumentasi pada Lampiran 3. 
Tabel 12. Hasil Uji Motilitas Isolat Iroha Karang Tekok 
Data Motilitas Isolat Bakteri Iroha Karang Tekok 
No Isolat Grow Aerobik Grow Anaerobik Motilitas 
1 KT 1 (+) (+) (+) 
2 KT 2 (+) (+) (+) 
3 KT 3 (+) (+) (+) 
4 KT 4 (+) (+) (+) 
5 KT 5 (+) (+) (+) 
6 KT 6 (+) (+) (+) 
7 KT 7 (+) (+) (-) 
8 KT 8 (+) (+) (+) 
9 KT 9 (+) (+) (+) 
10 KT 10 (+) (+) (-) 
11 KT 11 (+) (+) (+) 
12 KT 12 (+) (+) (+) 
13 KT 13 (+) (+) (-) 





Data Motilitas Isolat Bakteri Iroha Karang Tekok 
No Isolat Grow Aerobik Grow Anaerobik Motilitas 
15 KT 15 (+) (+) (+) 
16 KT 16 (+) (+) (+) 
17 KT 17 (+) (+) (+) 
18 KT 18 (+) (+) (+) 
Pada uji motilitas yang telah dilakukan pada 18 isolat yang berasal dari Iroha 
Karang Tekok didapatkan hasil 4 isolat yang non motile yaitu pada KT 7, KT 10, KT 
13 dan KT 14 sedangkan 14 lainnya bersifat motile. 
Tabel 13. Hasil Uji Motilitas Isolat Iroha Bomo 
Data Motilitas Isolat Bakteri Iroha Bomo 
No Isolat Grow Aerobik Grow Anaerobik Motilitas 
1 BM 1 (+) (+) (+) 
2 BM 2 (+) (+) (+) 
3 BM 3 (+) (+) (+) 
4 BM 4 (+) (+) (+) 
5 BM 5 (+) (+) (+) 
6 BM 6 (+) (+) (+) 
7 BM 7 (+) (+) (-) 
8 BM 8 (+) (+) (+) 





Pada uji motilitas yang telah dilakukan pada 9 isolat yang berasal dari Iroha 
Bomo didapatkan hasil 1 isolat yang non motile yaitu pada BM 7 sedangkan 8 
lainnya bersifat motile. 
Tabel 14. Data Motilitas Isolat Bakteri Pembudidaya Lokal 
Data Motilitas Isolat Bakteri Pembudidaya Lokal 
No Isolat Grow Aerobik Grow Anaerobik Motilitas 
1 LK 1 (+) (+) (-) 
2 LK 2 (+) (+) (+) 
3 LK 3 (+) (+) (-) 
4 LK 4 (+) (+) (-) 
5 LK 5 (+) (+) (+) 
6 LK 6 (+) (+) (+) 
Pada uji motilitas yang telah dilakukan pada 6 isolat yang berasal dari 
pembudidaya lokal didapatkan hasil 3 isolat yang non motile yaitu pada LK 1, LK 3 
dan LK 4 sedangkan 3 lainnya bersifat motile. 
Kesimpulan dari data di atas keseluruhan sampel isolat kandidat probiotik 
sebanyak 11 sampel ditemukan tidak memiliki kemampuan motil / pergerakan. Hal 
ini dikarenakan hasil uji menunjukan bahwa bakteri hanya tumbuh pada sepanjang 
tusukan saja. Sebanyak 22 isolat lainnya bersifat motil, hal ini ditunjukkan dengan 
bakteri yang tumbuh dari bekas tusukan hingga ke area permukaan media. Adapun 
untuk dokumentasi pengujian motilitas bakteri tersaji pada Lampiran 3. 
Hal ini selaras dengan penelitian Cowan and Steel’s dalam bukunya Manual for 
The Identification of Bacteria (2018), berpendapat bahwa motilitas positif bakteri 





motilitas negatif diperlihatkan dengan pertumbuhan yang hanya ada di sepanjang 
tusukan. Pada penelitian ini didapatkan 2 macam hasil yaitu bakteri yang memiliki 
kemampuan motil dan tidak sehingga pada tahap uji motilitas langkah yang 
dilakukan sudah sesuai dengan penelitian sebelumnya. 
 
4.5  Uji Katalase 
Hasil uji katalase bertujuan untuk mengetahui ada atau tidak adanya enzim 
katalase. Reaksi positif adanya enzim katalase ditunjukkan dengan terdapat 
pembentukan gelembung gas (buih-buih) pada biakan bakteri pada preparat  setelah 
diberi hidrogen peroksida (H2O2). Berikut data yang didapatkan dari hasil pengujian 
enzim katalase tersaji pada Tabel 15-17 sedangkan dokumentasi pada Lampiran 3.  
Tabel 15. Hasil Pengujian Katalase Iroha Karang Tekok 
Data Hasil Uji Katalase Iroha Karang Tekok 
No Isolat Hasil Uji Katalase 
1 KT 1 (+) 
2 KT 2 (+) 
3 KT 3 (+) 
4 KT 4 (+) 
5 KT 5 (-) 
6 KT 6 (-) 
7 KT 7 (+) 
8 KT 8 (+) 
9 KT 9 (+) 
10 KT 10 (+) 
11 KT 11 (+) 
12 KT 12 (+) 
13 KT 13 (+) 
14 KT 14 (+) 






Data Hasil Uji Katalase Iroha Karang Tekok 
No Isolat Hasil Uji Katalase 
16 KT 16 (+) 
17 KT 17 (-) 
18 KT 18 (+) 
Hasil pengujian katalase pada 18 isolat asal Iroha Karang Tekok didapatkan 
hasil 15 isolat positif katalase. Reaksi positif adanya enzim katalase ditunjukkan 
dengan terdapat pembentukan gelembung gas pada biakan bakteri pada preparat  
setelah diberi reagen hidrogen peroksida (H2O2) sedangkan 3 isolat lainnya negatif 
katalase yaitu pada isolat KT 5, KT 6 dan KT 17.   
Tabel 16. Hasil Pengujian Katalase Iroha Bomo 
Data Hasil Uji Katalase Iroha Bomo 
No Isolat Hasil Uji Katalase 
1 BM 1 (+) 
2 BM 2 (+) 
3 BM 3 (+) 
4 BM 4 (+) 
5 BM 5 (+) 
6 BM 6 (+) 
7 BM 7 (+) 
8 BM 8 (+) 
9 BM 9 (-) 
Hasil pengujian katalase pada 9 isolat asal Iroha Bomo didapatkan hasil 8 
isolat positif katalase. Reaksi positif adanya enzim katalase ditunjukkan dengan 
terdapat pembentukan gelembung gas pada biakan bakteri pada preparat  setelah 
diberi reagen hidrogen peroksida (H2O2) sedangkan 1 isolat lainnya negatif katalase 






Tabel 17. Hasil Pengujian Katalase Pembudidaya Lokal 
Data Hasil Uji Katalase Pembudidaya Lokal 
No Isolat Hasil Uji Katalase 
1 LK 1 (+) 
2 LK 2 (+) 
3 LK 3 (+) 
4 LK 4 (+) 
5 LK 5 (+) 
6 LK 6 (+) 
Hasil pengujian katalase pada 6 isolat asal pembudidaya lokal didapatkan hasil 
semua isolat positif katalase. Reaksi positif adanya enzim katalase ditunjukkan 
dengan terdapat pembentukan gelembung gas pada biakan bakteri pada preparat  
setelah diberi reagen hidrogen peroksida (H2O2).  
Menurut Kangur (2017), enzim katalase berfungsi sebagai enzim yang 
mengkatalis reaksi hidrogen peroksida diurai menjadi air dan oksigen. Senyawa 
hidrogen peroksida ini merupakan salah satu produk uraian dari setiap sel yang 
menggunakan oksigen sebagai sumber energi dalam proses metabolisme. Hal ini 
menunjukkan hasil pengujian katalase pada isolat dengan hasil positif katalase 
berpotensi sebagai probiotik karena mampu melakukan katalis terhadap reaksi 
perubahan hidrogen peroksida menjadi air dan oksigen.  
 
4.6  Uji Sulfida (H2S) 
Hasil uji sulfida pada bakteri berguna untuk mengetahui apakah bakteri 
tersebut membebaskan sulfida atau tidak dalam saluran pencernaan. Pembebasan 
atau pembentukan sulfida ditandai dengan terbentuknya warna hitam pada media. 
Adapun hasil pengujian pembentukan sulfida tersaji pada Tabel 18 untuk isolat yang 





dan Tabel 20 untuk isolat yang berasal dari pembudidaya lokal sedangkan 
dokumentasi tersaji pada Lampiran 3.  
     Tabel 18. Hasil Uji Sulfida Isolat Iroha Karang Tekok 
Data Hasil Pengujian Sulfida (H2S) Isolat Iroha Karang Tekok 
No Isolat Hasil Uji H2S 
1 KT 1 (-) 
2 KT 2 (-) 
3 KT 3 
(-) 
4 KT 4 
(-) 
5 KT 5 
(-) 
6 KT 6 (-) 
7 KT 7 (-) 
8 KT 8 (-) 
9 KT 9 (-) 
10 KT 10 (-) 
11 KT 11 (-) 
12 KT 12 (-) 
13 KT 13 (+) 
14 KT 14 (-) 
15 KT 15 (-) 
16 KT 16 (-) 
17 KT 17 (+) 
18 KT 18 (-) 
 
Hasil pengujian sulfida pada 18 isolat asal Iroha Karang Tekok didapatkan 





Reaksi positif dihasilkannya sulfida diindikasikan dengan media agar yang berubah 
warna menjadi warna hitam sedangkan 15 isolat lainnya negatif sulfida.   
Tabel 19. Hasil Uji Sulfida Isolat Iroha Bomo 
Data Hasil Pengujian Sulfida (H2S) Iroha Bomo 
No Isolat Hasil Uji H2S 
1 BM 1 (-) 
2 BM 2 (-) 
3 BM 3 (-) 
4 BM 4 (-) 
5 BM 5 (-) 
6 BM 6 (-) 
7 BM 7 (-) 
8 BM 8 (-) 
9 BM 9 (-) 
Hasil pengujian sulfida pada 9 isolat asal Iroha Bomo didapatkan hasil semua 
isolat negatif sulfida. Reaksi negatif sulfida diindikasikan dengan media agar yang 
tetap berwarna kuning.   
Tabel 20. Hasil Pengujian Sulfida (H2S) Iroha Bomo 
Data Hasil Pengujian Sulfida (H2S) Iroha Bomo 
No Isolat Hasil Uji H2S 
1 
LK 1 (-) 
2 
LK 2 (-) 
3 
LK 3 (-) 
4 LK 4 (-) 
5 LK 5 (-) 





Hasil pengujian sulfida pada 6 isolat asal pembudidaya lokal didapatkan hasil 
semua isolat negatif sulfida. Reaksi negatif sulfida diindikasikan dengan media agar 
yang tetap berwarna kuning.  
Isolat yang dijadikan kandidat probiotik harus negatif sulfida karena bakteri 
probiotik tidak boleh menghasilkan gas sulfida. Hal ini sejalan dengan pernyataan 
FAO (2021), bahwa bakteri yang digunakan sebagai probiotik adalah mayoritas 
bakteri yang masuk kategori lactic acid bacteria dan tidak menghasilkan gas sulfida 
karena gas ini bersifat asam kuat dan korosif. 
   Hasil pada pengujian ini mengindikasikan bahwa isolat bakteri yang lulus uji 
sulfida yakni isolat yang tidak menghasilkan gas sulfida potensial dimanfaatkan 
sebagai probiotik.  
 
4.7  Indeks Aktivitas Proteolitik (Kualitatif) 
   Pengujian aktivitas proteolitik pada identifikasi bakteri penting dilakukan untuk 
mengetahui kemampuan bakteri dalam menghasilkan enzim protease yang 
digunakan dalam hidrolisis protein menjadi senyawa turunan seperti pepton yang 
mudah larut dalam air. Adapun untuk hasil pengujian aktivitas proteolitik tersaji pada 
Tabel 21-23 adapun Gambar pengujian aktivitas proteolitik tersaji pada Lampiran 3. 




Indeks Proteolitik (mm) 
Rerata ± SD 
1 2 3 
1 KT 1 17,09 19,00 17,40 18,10 ± 0,82 
2 KT 2 15,40 12,85 14,15 14,13 ± 1,28 
3 KT 3 10,25 9,00 0,00 6,45 ± 5,62 
4 KT 4 11,08 11,08 11,03 11,30 ± 0,50 
5 KT 5 20,60 23,50 19,09 21,33 ± 1,91 








Indeks Proteolitik (mm) Rerata ± SD 
 1 2 3 
7 KT 7 19,08 21,85 20,09 20,85 ± 1,03 
8 KT 8 12,15 11,85 11,55 11,85 ± 0,30 
9 KT 9 15,15 11,85 12,00 13,00 ± 1,86 
10 KT 10 13,95 12,85 13,07 13,50 ± 0,58 
11 KT 11 15,15 16,06 16,07 16,15 ± 0,87 
12 KT 12 12,85 14,15 15,04 14,13 ± 1,28 
13 KT 13 11,03 11,08 10,08 11,30 ± 0,50 
14 KT 14 14,04 14,05 15,00 14,63 ± 0,32 
15 KT 15 19,02 18,02 20,25 19,22 ± 1,03 
16 KT 16 12,03 10,75 10,04 11,15 ± 1,01 
17 KT 17 16,75 15,00 16,01 15,95 ± 0,88 
18 KT 18 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
Hasil pengujian pada aktivitas proteolitik 18 isolat asal Iroha Karang Tekok 
didapatkan hasil 4 isolat dengan nilai indeks rerata tertinggi yaitu pada isolat KT 1 
dengan nilai zona hambat 18,10 mm kemudian KT 5 dengan nilai zona hambat 
21,33 mm, KT 7 dengan nilai zona hambat 20,85 mm, dan KT 15 dengan nilai zona 
hambat 19,22 mm.  




Indeks Proteolitik (mm) 
   Rerata ± SD 
1   2      3 
1 BM 1 11,01 12,07 12,07 12,17 ± 0,92 
2 BM 2 16,00 16,75 17,01 16,62 ± 0,56 
3 BM 3 14,07 14,08 15,07 15,07 ± 0,55 
4 BM 4 14,65 15,02 17,25 15,70 ±1,37 
5 BM 5 13,00 14,00 14,00 13,67 ± 0,58 
6 BM 6 14,24 13,35 9,06 12,40 ± 2,46 
7 BM 7 12,06 12,07 11,06 12,30 ± 0,61 








Indeks Proteolitik (mm) 
   Rerata ± SD 
1   2      3 
9 BM 9 13,01 12,02 14,35 13,22 ± 1,08 
Hasil pengujian pada aktivitas proteolitik 9 isolat asal Iroha Bomo didapatkan 
hasil 1 isolat dengan nilai indeks rerata tertinggi yaitu pada isolat BM 2 dengan nilai 
zona hambat mencapai 16,62 mm. 




Indeks Proteolitik (mm) 
Rerata ± SD 
1 2 3 
1 LK 1 12,15 11,85 11,55 11,85 ± 0,30 
2 LK 2 14,65 14,06 13,09 14,38 ± 0,42 
3 LK 3 12,15 11,85 11,55 11,85 ± 0,30  
4 LK 4 14,00 14,00 13,00 13,67 ± 0,58 
5 LK 5 13,01 14,35 12,02 13,22 ± 1,08 
6 LK 6 16,04 16,02 16,65 16,42 ± 023 
 
Hasil pengujian pada aktivitas proteolitik 6 isolat asal pembudidaya lokal 
didapatkan hasil 1 isolat dengan nilai indeks rerata tertinggi yaitu pada isolat LK 6. 
Hasil pengujian aktivitas proteolitik secara kualitatif didapatkan hasil 5 isolat 
dengan indeks rata-rata tertinggi yaitu pada isolat KT 1, KT 5, KT 7, KT 15 dan dan 
BM 2. Pada isolat yang memiliki data pengujian proteolitik 0,00 adalah isolat yang 
tidak menghasilkan zona bening di sekitar pertumbuhan bakteri sehingga media 
skim milk agar tetap buram. 
Menurut Kangur (2017), pengujian aktivitas proteolitik merupakan salah satu 
syarat dalam seleksi kandidat probiotik. Bakteri yang mampu melakukan aktivitas 
hidrolisis protein menjadi asam amino tunggal bertujuan untuk menggunakan asam 
amino tersebut sebagai keperluan dalam proses sintesis protein dan molekul seluler 





memuaskan karena dari semua isolat yang ada terdapat 5 isolat yang memiliki 
aktivitas proteolitik tertinggi, sehingga mengindikasikan isolat tersebut berpotensi 
sebagai probiotik.  
 
4.8 Indeks Aktivitas Amilolitik (Kualitatif) 
Pengujian aktivitas amilolitik pada identifikasi bakteri penting dilakukan untuk 
mengetahui kemampuan bakteri dalam menghasilkan enzim amilase yang 
digunakan dalam hidrolisis amilum menjadi senyawa turunan seperti glukosa. 
Adapun untuk hasil pengujian aktivitas aktivitas amilolitik tersaji pada Tabel 24-26 
dan dokumentasi tersaji dalam Lampiran 3.  




Indeks Amilolitik (mm) 
Rerata ± SD 
1 2 3 
1 KT 1 20,04 20,04 21,03 20,70 ± 0,52 
2 KT 2 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
3 KT 3 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
4 KT 4 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
5 KT 5 16,55 17,4 1855 17,50 ± 1,00 
6 KT 6 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
7 KT 7 16,65 16,03 16,05 16,33 ± 0,30 
8 KT 8 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
9 KT 9 16,08 16,08 16,09 16,83 ± 0,06 
10 KT 10 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
11 KT 11 9,95 10,75 11,6 10,77 ± 0,83 
12 KT 12 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
13 KT 13 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
14 KT 14 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
15 KT 15 18,00 16,00 17,55 17,18 ±1,05 
16 KT 16 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 








Indeks Amilolitik (mm) 
Rerata ± SD 
1 2 3 
18 KT 18 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
Hasil pengujian pada aktivitas amilolitik 18 isolat asal Iroha Karang Tekok 
didapatkan hasil 4 isolat dengan nilai indeks rerata tertinggi yaitu pada isolat KT 1, 
KT 5, KT 7, dan KT 15.  




Indeks Amilolitik (mm) 
Rerata ± SD 
1 2 3 
1 BM 1 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
2 BM 2 18,75 18,05 17,45 18,08 ± 0,65 
3 BM 3 13,45 16,00 16,03 15,25 ± 1,57 
4 BM 4 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
5  BM 5  14,09 15,01 15,02 15,07 ± 0,15 
6 BM 6 0,00 14,02 13,00 9,07 ± 7,87 
7 BM 7 17,00 0,00 0,00 5,67 ± 9,81 
8 BM 8 17,65 17,01 16,45 17,07 ± 0,60  
9 BM 9 16,15 15,08 15,65 15,87 ± 0,26 
Hasil pengujian pada aktivitas amilolitik 9 isolat asal Iroha Bomo didapatkan 




Indeks Amilolitik (mm) 
Rerata ± SD 
1 2 3 
1 LK 1 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
2 LK 2 18,00 17,08 16,08 17,53 ± 0,64 
3 LK 3 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
4 LK 4 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
5 LK 5 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 





Hasil pengujian pada aktivitas proteolitik 6 isolat asal pembudidaya lokal 
didapatkan hasil 1 isolat dengan nilai indeks rerata tertinggi yaitu pada isolat LK 2. 
Kesimpulan hasil pengujian aktivitas amilolitik secara kualitatif didapatkan 6 isolat 
dengan indeks enzim tertinggi dan diantaranya ada yang memiliki nilai indeks sama. 
Isolat dengan nilai indeks amilotik tertinggi yaitu KT 1, KT 5, KT 15, KT 7, BM 2 dan 
LK 2. Isolat yang memiliki nilai indeks sama adalah KT 5 dan LK 2. Pada isolat yang 
memiliki nilai 0,00 pada pengujian adalah isolat yang setelah digenangi oleh larutan 
Kalium Iodida (KI) tidak membentuk zona bening di sekitar pertumbuhan bakteri 
sehingga dipastikan bahwa isolat tersebut tidak menunjukan adanya aktivitas 
amilolitik.  
Menurut Cholik (2018), pengujian hidrolisis pati merupakan salah satu syarat 
dalam seleksi kandidat probiotik. Aktivitas amilase akan meningkatkan kinerja enzim 
endogenous yang ada pada saluran pencernaan ikan sehingga secara tidak 
langsung keberadaan bakteri tersebut dapat menguntungkan inangnya.  
Pada penelitian ini hasil uji aktivitas amilolitik, isolat yang memiliki  zona bening 
setelah ditetesi Kalium Iodida (KI) mengindikasikan adanya aktivitas hidrolisis pati. 
Hal ini karena molekul pati merupakan molekul yang larut dalam air dan memberikan 
warna biru apabila bercampur dengan larutan iodida. Indikasi ini menunjukkan 
adanya aktivitas hidrolisis pati dimana enzim amilase yang memecah glukosa, 
maltosa dan dekstrin. Sehingga isolat dengan indeks amilolitik tertinggi potensial 
sebagai probiotik. 
 
4.9 Indeks Aktivitas Enzim Lipolitik (Kualitatif) 
Pengujian aktivitas lipolitik secara kualitatif pada identifikasi bakteri penting 





yang digunakan dalam hidrolisis lipid menjadi senyawa turunan seperti asam lemak 
dan gliserol. Adapun untuk hasil pengujian aktivitas lipolitik tersaji dalam Tabel 26, 
27 dan 28 adapun Gambar tersaji dalam Lampiran 3.  
Tabel 26. Data Hasil Pengujian Aktivitas Lipolitik Iroha Karang Tekok 
No  Kode 
Sampel 
Indeks Lipolitik (mm) 
Rerata ± SD 
1 2 3 
1 KT 1 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
2 KT 2 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
3 KT 3 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
4 KT 4 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
5 KT 5 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
6 KT 6 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
7 KT 7 12,03 12,05 12,05 12,43 ± 0,12 
8 KT 8 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
9 KT 9 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
10 KT 10 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
11 KT 11 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
12 KT 12 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
13 KT 13 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
14 KT 14 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
15 KT 15 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
16 KT 16 0.00 0.00 0.00 0,00 ± 0,00 
17 KT 17 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
18 KT 18 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
Hasil pengujian aktivitas lipolitik pada isolat asal Iroha Karang Tekok hanya KT 7 
yang memiliki aktivitas lipolitik. Pada isolat yang memiliki nilai 0,00 adalah isolat 
yang tidak membentuk zona bening di sekitar pertumbuhan bakteri sehingga pada 





zaitun. Isolat yang medianya tetap buram maka dipastikan bahwa isolat tersebut 
tidak menunjukan adanya aktivitas lipolitik. 
Tabel 27. Data Hasil Pengujian Aktivitas Lipolitik Iroha Bomo 
 
No  Kode 
Sampel 
Indeks Lipolitik (mm) 
Rerata ± SD  
1 2 3 
1 BM 1 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
2 BM 2 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
3 BM 3 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
4 BM 4 10,15 10,05 10,03 10,17 ± 0,13 
5  BM 5  0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
6 BM 6 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
7 BM 7 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
8 BM 8 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
9 BM 9 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
Hasil pengujian aktivitas lipolitik pada isolat 9 asal Bomo hanya BM 4 yang 
memiliki aktivitas lipolitik. Pada isolat yang memiliki nilai 0,00 adalah isolat yang 
tidak membentuk zona bening di sekitar pertumbuhan bakteri sehingga pada media 
keseluruhan buram karena nutrient agar yang ditambahkan dengan minyak zaitun. 
Isolat yang medianya tetap buram maka dipastikan bahwa isolat tersebut tidak 
menunjukan adanya aktivitas lipolitik. 
Tabel 28. Data Hasil Pengujian Aktivitas Lipolitik Pembudidaya Lokal 
No  Kode 
Sampel 
Indeks Lipolitik (mm) 
Rerata ± SD 
1 2 3 
1 LK 1 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
2 LK 2 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
3 LK 3 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
4 LK 4 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 





No  Kode 
Sampel 
Indeks Lipolitik (mm) 
Rerata ± SD 
1 2 3 
6 LK 6 0,00 0,00 0,00 0,00 ± 0,00 
Hasil pengujian aktivitas lipolitik pada 6 isolat asal pembudidaya lokal semua 
isolat memiliki nilai 0,00 hal ini menunjukkan bahwa isolat tidak membentuk zona 
bening di sekitar pertumbuhan bakteri sehingga pada media keseluruhan buram 
karena nutrient agar yang ditambahkan dengan minyak zaitun. Isolat yang medianya 
tetap buram maka dipastikan bahwa isolat tersebut tidak menunjukan adanya 
aktivitas lipolitik. 
Kesimpulan hasil pengujian aktivitas lipolitik secara kualitatif didapatkan 2 isolat 
dengan indeks enzim tertinggi yaitu KT 7 dan BM 4. Pada isolat yang memiliki nilai 
0,00 pada pengujian adalah isolat yang tidak membentuk zona bening di sekitar 
pertumbuhan bakteri sehingga pada media keseluruhan buram karena nutrient agar 
yang ditambahkan dengan minyak zaitun. Isolat yang medianya tetap buram maka 
dipastikan bahwa isolat tersebut tidak menunjukan adanya aktivitas lipolitik. 
Menurut penelitian Burr (2017), pengujian hidrolisis lipid merupakan salah satu 
syarat dalam seleksi kandidat probiotik. Aktivitas lipase akan meningkatkan kinerja 
enzim endogenous yang ada pada saluran pencernaan ikan sehingga secara tidak 
langsung keberadaan bakteri tersebut dapat menguntungkan inangnya.   
 Kesimpulan dari pengujian aktivitas proteolitik, amilolitik dan lipolitik 
berdasarkan nilai indeks aktivitas enzim tertinggi maka dipilih lima isolat dengan nilai 








4.10 Pewarnaan Gram Bakteri  
      Hasil dari pewarnaan gram pada bakteri termasuk ke dalam uji morfologi. 
Pada pewarnaan bakteri peneliti dapat mengetahui jenis gram dari bakteri dan 
bentuk dari sel bakteri. Adapun untuk hasil pewarnaan gram tersaji pada Tabel 29, 
30 dan 31 adapun untuk dokumentasi tersaji pada Lampiran 3. 
Tabel 29. Hasil Pengujian Pewarnaan gram Bakteri Isolat Iroha Karang Tekok 
Data Hasil Pewarnaan gram Isolat Karang Tekok 
No Isolat Gram Bentuk Sel 
1 KT 1 (+) Basil 
2 KT 2 (+) Coccus 
3 KT 3 (+) Basil 
4 KT 4 (+) Basil 
5 KT 5 (+) Basil 
6 KT 6 (-) Basil 
7 KT 7 (+) Basil 
8 KT 8 (-) Coccus 
9 KT 9 (-) Coccus 
10 KT 10 (-) Coccus 
11 KT 11 (-) Coccus 
12 KT 12 (+) Coccus 
13 KT 13 (+) Coccus 
14 KT 14 (+) Coccus 
15 KT 15 (+) Basil 





Data Hasil Pewarnaan gram Isolat Karang Tekok 
No Isolat Gram Bentuk Sel 
17 KT 17 (+) Basil 
18 KT 18 (-) Coccus 
 
Tabel 30. Hasil Pengujian Pewarnaan gram Bakteri Isolat Iroha Bomo 
Data Hasil Pewarnaan gram Isolat Bomo 
No Isolat Gram Bentuk Sel 
1 BM 1 (-) Basil 
2 BM 2 (-) Basil 
3 BM 3 (+) Basil 
4 BM 4 (+) Coccus 
5 BM 5 (-) Coccus 
6 BM 6 
(-) Coccus 
7 BM 7 (-) Coccus 
8 BM 8 (+) Basil 
9 BM 9 (-) Basil 
 
Tabel 31. Hasil Pengujian Pewarnaan gram Bakteri Isolat Pembudidaya Lokal 
Data Hasil Pewarnaan gram Pembudidaya Lokal 
No Isolat Gram Bentuk Sel 
1 LK 1 (+) Basil 







Data Hasil Pewarnaan gram Pembudidaya Lokal 
No Isolat Gram Bentuk Sel 
4 LK 4 (-) Coccus 
5 LK 5 (-) Basil 
6 LK 6 (-) Basil 
Kesimpulan hasil dari pewarnaan gram dari isolat Karang Tekok, Bomo dan 
pembudidaya lokal didapatkan 16 isolat gram negatif dan 17 isolat lainya memiliki 
gram positif,  untuk bentuk sel bakteri hanya terdapat 2 macam bentuk yaitu Basil 
(batang) dan Coccus (bulat). Berdasarkan pewarnaan gram bakteri dengan gram 
positif akan mampu mempertahankan warna ungu (kristal violet) setelah pelunturan 
dengan alkohol aseton. Bakteri yang bergram negatif akan menyerap warna merah 
(safranin) sehingga akan berwarna merah muda. 
Hal ini sesuai dengan penelitian sebelumnya yang menyatakan bahwa bakteri 
yang menyerap Gram A (kristal violet) akan tetap berwarna ungu setelah pelunturan 
dengan Gram C (alkohol aseton) disebut bakteri gram positif sedangkan bakteri 
yang warna ungunya luntur pada saat pencucian dengan Gram C naka setelah 
diwarnai dengan Gram D (safranin) akan menyerap warna merah disebut bakteri 
gram negative (James et al., 2019).  
Pada pengujian pewarnaan gram ini menunjukkan hasil yang sesuai dengan 
arahan dari penelitian sebelumnya sehingga data hasil pada pewarnaan gram dapat 
dilanjutkan pada pengujian biokimia lainnya. 
 
4.11  Pewarnaan Endospora 
      Hasil pewarnaan endospora berguna untuk mengetahui apakah bakteri 





Bacillus. Endospora berfungsi untuk melindungi diri bakteri dari kondisi lingkungan 
yang buruk. Endospora akan pecah menjadi sel vegetatif ketika lingkungan sudah 
membaik. Pewarnaan endospora hanya dilakukan pada isolat terpilih yaitu isolat KT 
1, KT 5, KT 7, KT 15 dan BM 2. Pemilihan isolat terpilih ini berdasarkan hasil 
pengujian fisiologis-biokimia pada isolat yang tidak memiliki aktivitas gas sulfida dan 
memiliki nilai indeks aktivitas enzimatis tertinggi. Hasil dari pewarnaan endospora 
tersaji pada Tabel 32 dan dokumentasi pada Lampiran 3.  
Tabel 32. Hasil pewarnaan endospora bakteri terpilih 
Data Hasil Pewarnaan endospora pada Isolat Terpilih 
No Nama Isolat Hasil Uji Endospora 
1 KT 1 - 
2 KT 5 - 
3 KT 7 + 
4 KT 15 + 
5 BM 2 + 
 
Hasil pewarnaan endospora pada isolat bakteri terpilih didapatkan kesimpulan 
pada isolat dengan kode KT 1 dan 5 tidak memiliki endospora sedangkan pada 
isolat dengan kode KT 7, KT 15 dan BM 2 memiliki endospora.  
Menurut Fardiaz (2017), endospore staining berguna untuk mengetahui 
kemampuan bakteri dalam membentuk endospora. Bakteri probiotik akan lebih baik 
jika memiliki kemampuan dalam membentuk endospora. Hal ini akan membuat 
bakteri memiliki kemampuan bertahan hidup dalam lingkungan yang buruk 
sekalipun. Berdasarkan pewarnaan endospora terdapat isolat yang memiliki 
endospora hal ini memperkuat bahwa isolat yang terpilih dapat bertahan pada 
kondisi lingkungan yang buruk dan merupakan salah satu dari ciri bakteri genus 






4.12 Uji Antagonistik 
Hasil dari pengujian ini akan menghasilkan zona hambat di sekitar paper disk 
yang kemudian akan diukur diameter dari zona hambat tersebut dengan 
menggunakan jangka sorong. Menurut Banerjee (2017), klasifikasi respon hambatan 
pertumbuhan bakteri apabila diameter zona hambat lebih besar dari 20 mm maka 
respon hambatan pertumbuhannya terhadap pertumbuhan bakteri patogen sangat 
kuat, apabila diameter zona hambat berkisar antara 10-20 mm maka respon 
hambatan pertumbuhannya terhadap pertumbuhan bakteri patogen dikategorikan 
kuat, dan apabila diameter zona hambat berkisar antara 5-10 mm maka respon 
hambatan pertumbuhannya terhadap pertumbuhan bakteri patogen dikategorikan 
sedang, sedangkan diameter zona hambat lebih kecil dari 5 mm maka respon 
hambatan pertumbuhannya dikategorikan lemah. Penyajian data dapat dilihat pada 
Tabel 33, 34 dan 35 dan dokumentasi pada Lampiran 3. 
Tabel 33. Pengujian Antagonistik Ulangan 1 
Data Hasil Uji Antagonistik 1 
No Isolat 
Ulangan 1 (mm) 
Total zona 
hambat (mm) 
Rerata ± SD 
1 2 3 
1 KT 1 12,75 11,05 11,25 35,05 11,83 ± 0,83 
2 KT 5 8,05 8,75 8,75 26,00 8,06 ± 0,14 
3 KT 7 9,75 9,05 8,05 27,75 9,25 ± 0,66 
4 KT 15 9,05 13,25 12,25 35,00 11,07 ± 1,94 
5 BM 2 10,00 10,25 11,05 31,75 10,59 ± 0,80 
 
Hasil uji antagonistik pada ulangan 1 dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali 
dengan rerata zona hambat interval 8 mm hingga 11 mm.  Hasil  ini menunjukkan 
bahwa sifat keantagonisan bakteri kandidat probiotik terhadap bakteri patogen 





Tabel 34. Pengujian Antagonistik Ulangan 2 
Data Hasil Uji Antagonistik 2 
No Isolat 
Ulangan 2 (mm) Total zona 
hambat (mm) 
Rerata ± SD 1 2 3 
1 KT 1 9,25 8,25 9,00 26,05 8,83 ± 0,52 
2 KT 5 14,25 13,00 12,75 40,00 13,33 ± 0,80 
3 KT 7 10,00 10,05 11,00 31,05 10,05 ± 1,05 
4 KT 15 8,75 11,25 9,00 29,00 9,67 ± 1,37 
5 BM 2 11,05 12,00 12,75 36,25 12,09 ± 0,62 
 
Hasil uji antagonistik pada ulangan 2 dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali 
dengan rerata zona hambat interval 8 mm hingga 13 mm.  Hasil  ini menunjukkan 
bahwa sifat antagonis bakteri kandidat probiotik terhadap bakteri patogen sedang 
hingga kuat. 
Tabel 35. Pengujian Antagonistik Ulangan 3 
 
Hasil uji antagonistik pada ulangan 3 dilakukan pengulangan sebanyak 3 kali 
dengan rerata zona hambat interval 8 mm hingga 14 mm.  Hasil  ini menunjukkan 
bahwa sifat antagonis bakteri kandidat probiotik terhadap bakteri patogen sedang 
hingga kuat. Berdasarkan penelitian yang dilakukan, uji daya hambat terhadap 
bakteri patogen Aeromonas hydrophila menggunakan metoda paper disk yang telah 
ditanam isolat bakteri kandidat probiotik selanjutnya diletakkan di atas media yang 
Data Hasil Uji Antagonistik 3 
No Isolat Ulangan 3 (mm) Total zona 
hambat (mm) 
Rerata ± SD 
 
  1 2 3   
1 KT 1 12,25 11,05 9,75 33,05 11,02 ± 1,28 
2 KT 5 11,25 10,75 10,25 32,25 11,09 ± 0,05 
3 KT 7 13,25 12,25 13,00 38,50 12,09 ± 0,52 
4 KT 15 8,25 10,00 8,05 26,75 8,92 ± 0,94 





telah disebar isolat bakteri patogen. Zona bening yang terbentuk di sekeliling paper 
disk akan menunjukkan aktivitas daya hambat. 
Fardiaz (2017), menjelaskan bahwa kemampuan penghambatan pertumbuhan 
patogen ditandai dengan adanya zona bening di sekitar paper disk. Zona bening ini 
dihasilkan oleh beberapa jenis bakteri probiotik yang mayoritas bakteri asam laktat 
dan menghasilkan bakteriosin yakni suatu peptida bersifat antibakteri berupa protein 
berfungsi mencegah pertumbuhan bakteri patogen. 
Pada pengujian antagonistik yang dilakukan pada penelitian ini kesimpulan dari 
hasil ke 3 ulangan pengujian antagonistik menunjukkan hasil yang sama di mana 
sifat antagonis bakteri kandidat probiotik terhadap bakteri patogen sedang hingga 
kuat karena memiliki rerata diameter zona hambat 10-20 mm. Sehingga 
memperkuat data bahwa isolat yang terpilih memiliki potensi sebagai probiotik.  
 
4.13 Pertumbuhan Bakteri 
Pertumbuhan bakteri penting untuk diketahui untuk mengetahui fase 
pertumbuhan bakteri sehingga dapat digunakan untuk menentukan pencapaian fase 
eksponensial bakteri, waktu generasi dan laju pertumbuhan spesifik bakteri (Fardiaz, 
2017). Pembuatan kurva standar pertumbuhan bakteri biasanya digunakan untuk 
menghitung jumlah sel bakteri secara tidak langsung, dengan cara meregresikan 
nilai absorbansi dan jumlah koloni ke dalam persamaan garis kurva standar (Laranja 
et al., 2017). Adapun pembacaan perhitungan koloni pada cawan petri menurut SNI 
nomor 01-2332.3-3006 pada produk perikanan yang mengandung 25-250 koloni dan 
bebas spreader digunakan rumus sebagai berikut: 
   
∑ 







N  : Jumlah koloni produk, dinyatakan dalam koloni per ml atau koloni per gr 
∑ : Jumlah koloni pada semua cawan yang dihitung 
n1 : Jumlah cawan pada pengenceran pertama yang dihitung 
n2 : Jumlah cawan pada pengenceran kedua yang dihitung 
d   : Pengenceran pertama yang dihitung 
Pada metode perhitungan jumlah sel bakteri kandidat probiotik terpilih 
metode yang digunakan metode hitungan cawan Total Plate Count (TPC) dan 
Optical Density (OD) dengan bantuan spektrofotometer pada gelombang 620 nm. 
TPC dilakukan setiap 6 jam sekali secara duplo dan pengukuran kekeruhan (OD) 
dilakukan setiap 2 jam sekali. Adapun data hasil pengukuran nilai absorbansi tersaji 
pada Tabel 36. 
Tabel 36. Hasil pengukuran Optical Density (OD)menggunakan 
Spektrofotometer dengan Panjang Gelombang 620 nm (Satuan hasil 
pengukuran adalah absorbansi (abs) 
Data Optical Density 
No Jam KT 1  KT 5  KT  7  KT  15  BM 2  
1 0 0,21 0,12 0,18 0,19 0,20 
2 2 1,28 0,20 0,30 0,19 0,25 
3 4 1,39 0,36 1,23 0,28 0,87 
4 6 1,33 1,12 1,35 0,42 1,12 
5 8 1,72 1,20 1,75 0,85 1,25 
6 10 1,70 1,47 1,90 1,09 1,71 
7 12 1,76 1,48 1,93 1,74 1,71 
8 14 2,13 1,57 1,95 1,88 1,73 
9 16 2,14 1,61 2,16 1,90 1,74 
10 18 2,11 1,65 2,69 1,93 1,76 
11 20 2,12 1,68 2,74 1,97 1,80 
12 22 2,12 1,68 2,88 2,24 1,83 
13 24 2,13 1,91 2,14 2,32 1,89 





       Tabel 37, 38, 39, 30 dan 41 merupakan hasil data dari perhitungan koloni 
bakteri dengan metode TPC, huruf P menandakan TPC pada pengenceran ke-n. 
Tabel 37. Data TPC Jam 0 sebagai starter 
Data Hasil TPC Jam 0 
No Isolat P.103 P. 103 P .10 4 P .104 
1 KT 1 243 197 236 179 
2 KT  5 135 150 179 180 
3 KT  7 168 158 165 186 
4 KT 15 143 130 177 165 
5 BM 2 135 136 123 155 
 
   Hasil pengujian TPC pada jam 0 dimaksudkan sebagai starter. Jumlah koloni 
bakteri pada jam 0 menggunakan pengenceran 10-3  dan 10-4. 
   Data di atas merupakan jumlah koloni dari hasil perhitungan colony counter 
pada TPC di jam ke 0. Adapun cara membaca dari tabel data TPC jam ke 0 adalah 
dengan menghitung menggunakan rumus SNI untuk cawan yang mengandung 25-
250 koloni dan didapatkan hasil: 
Isolat KT 1    
               
[(   ) (     )] (    )
 = 388 x 103 CFU/mL 
Isolat KT 5    
               
[(   ) (     )] (    )
 = 292 x 103 CFU/mL 
Isolat KT 7    
               
[(   ) (     )] (    )
 = 307 x 103 CFU/mL 
Isolat KT 15    
               
[(   ) (     )] (    )
 = 279 x 103 CFU/mL 
Isolat BM 2    
               
[(   ) (     )] (    )
 = 464 x 103 CFU/mL 
         Pada jam ke 0 kepadatan bakteri tertinggi ada pada BM 2 hal ini menunjukkan 






Tabel 38. Data TPC Jam 6 
Data Hasil TPC Jam 6 
No Isolat P.105 P.105 P.106 P.106 
1 KT 1 187 190 140 135 
2 KT  5 120 135 120 137 
3 KT 7 196 181 189 119 
4 KT 15 235 189 242 170 
5 BM 2 113 119 179 174 
 
   Hasil pengujian TPC pada jam ke 6 menggunakan pengenceran 10-5 dan 10-6. 
Data di atas merupakan jumlah koloni dari hasil perhitungan colony counter pada 
TPC di jam ke 6. Adapun cara membaca dari tabel data TPC jam ke 6 adalah 
dengan menghitung menggunakan rumus SNI untuk cawan yang mengandung 25-
250 koloni dan didapatkan hasil: 
Isolat KT 1    
               
[(   ) (     )] (    )
 = 296 x 105  CFU/mL 
Isolat KT 5    
               
[(   ) (     )] (    )
 = 232 x 105 CFU/mL 
Isolat KT 7    
               
[(   ) (     )] (    )
 = 311 x 105  CFU/mL 
Isolat KT 15    
               
[(   ) (     )] (    )
 = 380 x 105 CFU/mL 
Isolat BM 2    
               
[(   ) (     )] (    )
 = 265 x 105 CFU/mL 
 Pada jam ke 6 kepadatan bakteri tertinggi hingga terendah terdapat pada 









Tabel 39. Data TPC Jam 12 
Data Hasil TPC Jam 12 
No  Isolat P.105 P.105 P.106 P.106 P.107 P.107 
1 KT 1 220 225 160 155 - - 
2 KT  5 160 175 147 157 - - 
3 KT 7 - - 203 190 189 165 
4 KT 15 200 197 230 200 - - 
5 BM 2 170 163 127 120 - - 
 
Hasil pengujian TPC pada jam ke 12 pengenceran yang digunakan pada isolat 
KT 7 pengenceran yang dipakai adalah 10-6 dan 10-7 karena menyesuaikan dengan 
nilai OD yang didapat. Nilai OD isolat KT 7 pada jam ke 12 mencapai absorbansi 
1,93. Adapun cara membaca dari tabel data TPC jam ke 12 adalah dengan 
menghitung menggunakan rumus SNI untuk cawan yang mengandung 25-250 koloni 
dan didapatkan hasil: 
Isolat KT 1    
               
[(   ) (     )] (    )
 = 345 x 105  CFU/mL 
Isolat KT 5    
               
[(   ) (     )] (    )
 = 290 x 105 CFU/mL 
Isolat KT 7    
               
[(   ) (     )] (    )
 = 339 x 106  CFU/mL 
Isolat KT 15    
               
[(   ) (     )] (    )
 = 375 x 105 CFU/mL 
Isolat BM 2    
               
[(   ) (     )] (    )
 = 263 x 105 CFU/mL 
 Pada jam ke 12 kepadatan bakteri tertinggi hingga terendah terdapat pada 








Tabel 40. Data TPC Jam 18 
Data Hasil TPC Jam 18 
No  Isolat  P.105 P.105 P.106 P.106 P.107 P.107 
1 KT 1  - -  170 149 138 105 
2 KT  5  170 152 162 127  - -  
3 KT 7  - -  187 198 140 129 
4 KT 15  - -  256 247 189 176 
5 BM 2 190 186 150 147  - -  
 
    Hasil pengujian TPC di jam ke 18, pada isolat KT 1 dilakukan pengenceran  
10-6 dan 10-7 hal ini menyesuaikan dengan nilai OD yang didapat. Nilai OD isolat KT 
1, KT 5, KT 7, KT 15 dan BM 2 pada jam ke 24 rerata sudah mencapai nilai 2. 
Adapun cara membaca dari tabel data TPC jam ke 12 adalah dengan menghitung 
menggunakan rumus SNI untuk cawan yang mengandung 25-250 koloni dan 
didapatkan hasil: 
Isolat KT 1    
               
[(   ) (     )] (    )
 = 255 x 106  CFU/mL 
Isolat KT 5    
               
[(   ) (     )] (    )
 = 277 x 105 CFU/mL 
Isolat KT 7    
               
[(   ) (     )] (    )
 = 297 x 106  CFU/mL 
Isolat KT 15    
               
[(   ) (     )] (    )
 = 394 x 106  CFU/mL 
Isolat BM 2    
               
[(   ) (     )] (    )
 = 305 x 105 CFU/mL 
 Pada jam ke 18 kepadatan bakteri tertinggi hingga terendah terdapat pada 








Tabel 41. Data TPC Jam 24 
Data Hasil TPC Jam 24 
No Isolat P.105 P.105 P.106 P.106 P.107 P.107 
1 KT 1 - - 185 178 115 97 
2 KT  5 121 116 154 139 - - 
3 KT 7 - - 260 229 96 138 
4 KT 15 - - 275 264 179 189 
5 BM 2 275 258 181 165 - - 
Hasil pengujian TPC di jam ke 24, pada isolat KT 1 dilakukan pengenceran 10-6 
dan 10-7 hal ini menyesuaikan dengan nilai OD yang didapat. Nilai OD isolat KT 1, 
KT 5, KT 7, KT 15 dan BM 2 pada jam ke 24 rerata sudah mencapai nilai 2. Adapun 
cara membaca dari tabel data TPC jam ke 12 adalah dengan menghitung 
menggunakan rumus SNI untuk cawan yang mengandung 25-250 koloni dan 
didapatkan hasil: 
Isolat KT 1    
              
[(   ) (     )] (    )
 = 261 x 106  CFU/mL 
Isolat KT 5    
               
[(   ) (     )] (    )
 = 240 x 105 CFU/mL 
Isolat KT 7    
              
[(   ) (     )] (    )
 = 328 x 106  CFU/mL 
Isolat KT 15    
               
[(   ) (     )] (    )
 = 412 x 106  CFU/mL 
Isolat BM 2    
               
[(   ) (     )] (    )
 = 399 x 105 CFU/mL 
 Pada jam ke 24 kepadatan bakteri tertinggi hingga terendah terdapat pada 
isolat KT 15, BM 2, KT 7, KT 1 dan KT 5. Menurut Vine (2017), saat fase 
eksponensial sel bakteri membelah dengan cepat yang menyebabkan terjadinya 
lonjakan jumlah bakteri. Pada jam ke 26 mayoritas bakteri berada dalam fase 





bakteri yang membelah dan mati, dihasilkan metabolit sekunder yang bersifat toksik 
bagi bakteri itu sendiri dan kadar nutrient mulai menurun. Fase ini mengawali 
terjadinya fase akhir dari pertumbuhan bakteri yaitu fase death. 
   Dari hasil data pengamatan pertumbuhan bakteri terpilih didapatkan bahwa lag 
time bakteri terendah hingga tertinggi adalah KT 1, KT 7, BM 2, KT 5 dan KT 15 
yang diamati pada jam ke 2 hingga jam ke 6. Semakin rendah lag time maka 
semakin bagus karena bakteri hanya membutuhkan sedikit waktu untuk beradaptasi 
dengan media nutrient agar.  
   Adapun waktu eksponensial bakteri yang berguna sebagai waktu terbaik dalam 
memanen bakteri karena pada fase ini sel bakteri yang hidup lebih banyak dari sel 
yang yang mati sehingga kepadatannya tinggi. Fase eksponensial terjadi pada jam 
ke 8 hingga jam ke 24 sehingga waktu yang baik untuk memanen bakteri adalah 
pada interval jam ke 8 hingga jam ke 24 dari waktu kultur.  
   Kesimpulan dari pengamatan pertumbuhan bakteri pada penelitian ini 
berdasarkan nilai OD dan hasil TPC isolat yang memiliki pertumbuhan tercepat 
adalah KT 15, BM 2, KT 7, KT 1 dan KT 5. Kelima isolat tersebut sama-sama 
memiliki jumlah sel hidup yang besar yaitu berada pada (10-3,10-5 dan 10-6) sehingga 
dapat disiapkan sebagai produk sel hidup pada skala industri. 
 
4.14 Praduga Genus Bakteri  
Hasil akhir dari penelitian ini berdasarkan hasil pengujian morfologi yang 
meliputi pengamatan bentuk koloni bakteri, pewarnaan gram, dan pewarnaan 
endospora serta pengujian fisiologis biokimia dari kandidat isolat terpilih, yang 
kemudian dicocokkan dengan praduga genus bakteri dalam buku Cowan dan Steel’s 





Bacillus dan Lactobacillus. Praduga genus kandidat bakteri tersaji pada Tabel 42 
dan Lampiran 4 untuk Tabel Identifikasi Genus Bakteri Cowan dan Steel’s.  
Tabel 42. Hasil praduga genus bakteri berdasarkan Cowan and Steel’s, (2018) 
Data Hasil Praduga Genus Bakteri Probiotik 
No Isolat Praduga Genus Bakteri 
1 KT 1 Lactobacillus 
2 KT 5 Lactobacillus 
3 KT 7 Bacillus 
4 KT 15 Bacillus 
5 BM 2 Bacillus 
   Praduga genus dari ke 5 isolat kandidat bakteri terpilih menunjukkan hasil 
positif berpotensial untuk dijadikan sebagai probiotik yang spesifik untuk ikan sidat 
(A. bicolor), hal ini sesuai dengan pernyataan Banerjee (2017), genus probiotik yang 
teridentifikasi pada saluran pencernaan ikan mayoritas adalah Lactobacillus dan 
Bacillus. Bakteri Lactobacillus memiliki ciri-ciri koloni berbentuk batang panjang atau 
hampir bulat, cembung, tepian licin dan berwarna putih susu. Bakteri Bacillus 
berbentuk batang, motil dan menghasilkan asam dari fermentasi glukosa, sukrosa 
maltosa, trehalose dan gliserol. 
   Hasil dari praduga bakteri pada penelitian ini menjawab hipotesis dalam 
penelitian bahwa terdapat bakteri yang potensial untuk dimanfaatkan sebagai 








BAB V. KESIMPULAN DAN SARAN 
 
5.1 Kesimpulan 
   Penelitian dengan judul Isolasi dan Seleksi Bakteri Kandidat Probiotik 
Potensial Strain Indigenous dari Usus Ikan Sidat (A. bicolor) secara In Vitro berhasil 
dilakukan dan berhasil menjawab tujuan penelitian dengan hasil sebagai berikut: 
1. Didapatkan isolat bakteri kandidat probiotik strain indigenous berdasarkan 
hasil pengamatan morfologi koloni bakteri, pewarnaan gram, pengujian 
fisiologis-biokimia, pengujian enzimatis dan pewarnaan endospora  secara in 
vitro terpilih 4 isolat terbaik asal Iroha Karang Tekok dari total 18 isolat dan 1 
isolat terbaik asal Iroha Bomo dari total 9 isolat bakteri yang ditemukan 
sedangkan pada isolat asal pembudidaya lokal tidak ada yang terpilih 
menjadi kandidat probiotik dikarenakan hasil pengujian enzimatis 
menunjukkan indeks nilai tertinggi terdapat pada isolat asal Iroha Karang 
Tekok dan Bomo. Isolat yang terpilih adalah K1, K5, K7, K15 dan BM 2. Lima 
isolat yang terbaik dipilih berdasarkan indeks proteolitik, amilolitik dan lipolitik 
tertinggi dan terlengkap dibandingkan dengan isolat lainnya. 
2. Hasil pengujian antagonistik pada kelima kandidat bakteri terpilih disimpulkan 
memiliki sifat antagonis terhadap bakteri patogen A. hydrophila hal ini 
ditunjukkan dengan terbentuknya zona hambat yang memiliki diameter rerata 
8-13 mm dan dikategorikan sedang hingga kuat dalam melawan bakteri 
patogen. 
3. Hasil analisis praduga genus bakteri berdasarkan pengamatan morfologi, 





pengujian endospora yang telah dilakukan pada lima kandidat bakteri terbaik 
sebagai bakteri probiotik indigenous setelah dicocokkan dengan buku Cowan 
dan Steel’s yang berjudul Manual for Identification Bacterial Third Series 
(2018), adalah genus Bacillus dan Lactobacillus. Genus yang teridentifikasi 
merupakan genus bakteri yang sering digunakan sebagai probiotik.  
   Pada kesimpulan yang telah dipaparkan mengindikasikan hasil jawaban 
positif dari hipotesis penelitian bahwa dalam saluran pencernaan ikan sidat terdapat 
bakteri indigenous yang berpotensi sebagai probiotik spesifik bagi ikan sidat.  
 
5.2 Saran  
 Perlu dilakukan riset lebih lanjut dengan melakukan sekuensing gen 16S rRNA 
terhadap isolat bakteri terpilih agar didapat validasi secara akurat jenis spesies dari 
kandidat bakteri probiotik terbaik yang telah berhasil dikarakterisasi yaitu pada isolat 
K1, K5, K7, K15 dan BM 2. Selain itu juga perlu dilakukan penelitian mengenai 
penambahan probiotik indigenous dengan pakan pada ikan sidat (A. bicolor) untuk 
membuktikan bahwa kandidat bakteri yang masuk ke dalam saluran pencernaan 
ikan sidat (A. bicolor) mampu memberikan efek positif terhadap pertumbuhan ikan 
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Lampiran 2. Dokumentasi Kunjungan Pengambilan Sampel 
 
  
Kunjungan dan Pengambilan Sampel di Kolam Budidaya Ikan Sidat di PT. 
Iroha Sidat Indonesia Unit Karang Tekok Area 1, (Dokumentasi Pribadi, 
2021). 
 Kunjungan ke Kantor  PT. Iroha Sidat Indonesia Unit Karang Tekok, 















 Kunjungan dan Pengambilan Sampel di PT. Iroha Sidat Indonesia Unit 
Karang Tekok Area 2, (Dokumentasi Pribadi, 2021). 
 
Kunjungan dan Pengambilan Sampel di PT. Iroha Sidat Indonesia  
















Kunjungan dan Pengambilan Sampel di PT. Iroha Sidat Indonesia  
Unit Bomo Area 2, (Dokumentasi Pribadi, 2021). 
 
Kunjungan dan Pengambilan Sampel di PT. Iroha Sidat Indonesia 







Kunjungan dan Pengambilan Sampel di Petani Lokal Banyuwangi Daerah Ketapang, 








Lampiran 3. Dokumentasi Pengujian Identifikasi Bakteri  
A. Dokumentasi sampling  








Gambar kegiatan sampling usus ikan sidat (1) dari sampel unit Bomo, (2) sampel 
unit Karang Tekok dan (3) sampel dari petani lokal daerah Banyuwangi, Jawa Timur, 






B. Dokumentasi Kegiatan Isolasi dan Pengamatan Morfologi Bakteri  






C. Dokumentasi Pengujian Oksidatif / Fermentatif (O/F) 
 
  
Media OF yang sudah berisi bakteri 
sebelum di inkubasi, (Dokumentasi 
Pribadi, 2021). 
Media OF yang sudah berisi bakteri 
sesudah di inkubasi, (Dokumentasi 
Pribadi, 2021). 
Reaksi fermentatif ditujukkan dengan 
adanya perubahan warna oren menjadi 
kuning pada tabung yang ditutup 
parafin cair atau kedua tabung menjadi 
kuning, (Dokumentasi Pribadi, 2021). 
Tabung yang menunjukkan adanya 






D. Dokumentasi Pengujian Motilitas  
  
Media SIM yang sudah ditusuk bakteri sebelum diinkubasi,  
(Dokumentasi Pribadi, 2021). 
Perbedaan media SIM setelah diinkubasi bakteri yang motil tumbuh hingga 
permukaan media (yang dilingkari) sedangkan bakteri non motil hanya di 






E. Pengujian Katalase  
  
Preparat yang belum ditetesi hidrogen 
peroksida (H2O2), (Dokumentasi Pribadi, 
2021). 
Preparat yang sudah ditetesi hidrogen 
peroksida (H2O2), dan tidak menunjukkan 
adanya gelembung yang berarti bakteri 
tidak memproduksi enzim katalase, 
(Dokumentasi Pribadi, 2021). 
Preparat yang sudah ditetesi hidrogen peroksida (H2O2), dan menunjukkan 
adanya gelembung yang berarti bakteri memproduksi enzim katalase, 





F. Pengujian Sulfida (H2S) 
 
Pada media yang menunjukkan perubahan warna menjadi hitam adalah bakteri 
yang menghasilkan gas sulfid pada metabolismenya sehingga tidak dapat 





       
G. Pengujian Aktivitas Proteolitik
Zona bening pada media yang menunjukkan adanya aktivitas 
















































Adanya aktivitas amilolitik yang ditandai dengan terdapat zona bening di 












































Zona bening pada media yang menunjukkan adanya aktivitas lipolitik,  























Uji pewarnaan gram bakteri contoh gram positif,  
(Dokumentasi Pribadi, 2021). 
 
Uji pewarnaan gram bakteri contoh gram negatif , 























Isolat KT 1 tidak terdapat endospora (Dokumentasi Pribadi, 2021). 











































Isolat KT 7 terdapat endospora,  
(Dokumentasi Pribadi, 2021). 
Isolat KT 15 terdapat endospora, 






























Isolat BM 2 terdapat endospora, 
 (Dokumentasi Pribadi, 2021). 
 






Pengujian antagonistik setelah diinkubasi, (Dokumentasi Pribadi, 2021). 
 






Lampiran 4. Tabel Identifikasi Cowan dan Steel’s 
 
 
 
 
 
 
 
 
